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en vue de l'obtention du grade de Maître ès sciences (M.Se.) en Physiologie 
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L'hormone angiotensine II (Ang II) possède deux principaux récepteurs, le récepteur ATI 
(R-AT1) et le récepteur AT2 (R-AT2). Le R-AT1 est reconnu pour assurer la majorité des 
effets de l'Ang II, alors que les rôles et les mécanismes d'action du R-AT2 font l'objet de 
nombreux débats. Ces controverses peuvent être expliquées, d'une part par les nombreux 
modèles cellulaires ou animaux utilisés, de par son faible niveau d'expression et d'autre 
part par l'absence de ligand sélectif non-peptidique ciblant celui-ci. Dans le laboratoire, 
nous avons caractérisé un nouvel agoniste hautement sélectif pour le R-AT2 et non 
peptidique appelé le composé 21 (C21) ou M24. Grâce à ce composé, nous avons pu 
étudier une partie des rôles associés au R-AT2 dans la fonction adipocytaire. Tout d'abord, 
nous avons utilisé un modèle de cultures primaires de préadipocytes de rats pour étudier la 
différenciation des préadipocytes provenant de différents dépôts de tissus adipeux. Dans un 
deuxième temps, nous avons utilisé un modèle animal de résistance à l'insuline qui a été 
induit par une diète riche en gras et en fructose (HFHF). Les objectifs de mon projet étaient 
de déterminer 1) le rôle du R-AT2 sur l'adipogenèse et 2) l'effet de l'activation du R-AT2 
dans un modèle de rats résistants à l'insuline. Nos résultats montrent que l'expression 
protéique du R-AT2 est plus importante en début de différenciation. Par ailleurs, 
l'activation du R-AT2, par le M24 (1 nM), augmente l'expression de PPARy. De plus, 
l'activation du R-AT2 augmente l'accumulation de lipides dans les adipocytes sous-
cutanés, mais pas dans les adipocytes rétropéritonéaux, tandis que le R-AT1 diminue 
l'accumulation de lipides dans les deux types cellulaires. Les résultats obtenus avec un 
shARN contre le R-AT2, dans ces mêmes cultures, indiquent que l'absence du R-AT2 
empêche la différenciation des préadipocytes en adipocytes matures. D'autre part, chez les 
rats soumis à la diète HFHF, nos résultats montrent que le M24, ainsi que le losartan, 
préviennent la résistance à l'insuline. Par ailleurs, nous avons observé d'importants 
changements morphologiques dans les tissus adipeux après traitements au M24. En effet, le 
M24 diminue le nombre de gros adipocytes dans le tissu adipeux sous-cutané. Sachant que 
les nouveaux petits adipocytes sous-cutanés corrèlent avec une meilleure sensibilité à 
l'insuline, nos études suggèrent que le M24 améliore la sensibilité à l'insuline de nos 
animaux, principalement, en régulant la physiologie du tissu adipeux. Ensemble, mes 
résultats montrent que le R-AT2 joue un rôle important dans la physiologie des adipocytes 
et par conséquent du tissu adipeux. De plus, l'agoniste M24 ouvre la porte à de nouvelles 
études sur le R-AT2 pour étudier son potentiel thérapeutique dans les pathologies 
métaboliques telles que la résistance à l'insuline, le diabète de type 2 et l'obésité. 
Mots clés : Angiotensine II, récepteur AT2, adipocyte, adipogenèse, différenciation, 
résistance à l'insuline, M24 
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I-Introduction 
1.1 Histoire 
Il y a plus de 100 ans que l'angiotensine II (Ang II) a été découverte. En 1896, les 
physiologistes Robert A. Tigerstedt et Per Gustav Bergman ont effectué une expérience 
importante afin d'étudier le contrôle de la pression sanguine. Ils ont injecté un extrait de 
rein provenant d'un lapin, dans une veine jugulaire d'un autre lapin et c'est alors qu'ils ont 
observé une augmentation de la pression sanguine. Ils en conclurent donc que l'extrait 
contenait une substance vasopressive qu'ils ont nommée la rénine. Cependant, il fallut 
attendre 1939, pour que les équipes de Page, Helmer et Kohlstaedt à Indianapolis et de 
Braun-Menendez, Fasciola et Leloir en Argentine montrent que cette substance, la rénine, 
était une enzyme qui favorisait la formation d'un peptide vasopresseur qui fut baptisé 
« hypertensine » par le groupe argentin (Elliott and Peart 1957; Skeggs et al. 1951) et 
« angiotonine » par le groupe d'Indianapolis (Bumpus et al. 1957; Page et al. 1957). 
Finalement, en 1957, Braun-Menendez pour le groupe argentin et Page pour le groupe 
d'Indianapolis, se rencontrèrent à un congrès sur l'hypertension artérielle organisé par 
l'Université du Michigan. C'est à cette occasion qu'ils décidèrent d'un nom dérivé de la 
moitié de F angiotonine et de l'autre moitié de l'hypertensine, c'est alors que l'angiotensine 
est née. 
Figure 1 : Le groupe de scientifiques argentins qui a participé à la découverte de 
l'angiotensine. 
De gauche à droite: Juan Carlos Fasciolo, Juan M. Munoz, Alberto C. Taquini (debout), Bernardo 
A. Houssay, Eduardo Braun-Menendez (debout), Luis F. Leloir. Les Drs. Houssay et Leloir ont reçu 
le prix Nobel de physiologie et de médecine en 1947 et 1970, respectivement, mais pas pour leurs 
travaux en lien avec l'angiotensine (Skrbic and Igic 2009). 
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1.2 Le Système Rénine-Angiotensine (SRA) 
1.2.1 L'Angiotensine II 
L'angiotensine II (Ang II) est une hormone peptidique qui joue un rôle important sur la 
régulation de la pression sanguine, l'équilibre hydro-minéral et plusieurs fonctions 
endocriniennes en lien avec les maladies cardiovasculaires. Elle a été identifiée chez toutes 
les classes de vertébrés et sa structure est bien conservée (Nishimura 2001). Cette hormone 
est produite par une cascade enzymatique qui est initiée par la biosynthèse de l'enzyme 
rénine provenant, majoritairement, des cellules de l'appareil juxtaglomérulaire de l'artériole 
afférente rénale. Cette enzyme a pour rôle de cliver l'angiotensinogène (AGT) provenant 
du foie pour former l'Angiotensine I (Ang I). Celle-ci sera à son tour clivée par l'enzyme 
de conversion de l'angiotensine (ACE), majoritairement exprimée à la surface de 
l'endothélium des poumons et des reins, pour former l'Ang II. Par ailleurs, il existe deux 
isoformes de l'ACE (1 et 2). L'ACEl permet la formation d'Ang II alors que l'ACE2 
catalyse la formation d'angiotensine (1 -9) à partir de l'Ang I ce qui a pour effet de diminuer 
la production d'Ang II. Par la suite, l'ACEl est capable de cliver l'Ang (1-9) en Ang (1-7) 
qui pourra agir via son récepteur Mas (Santos et al. 2003). De plus, l'Ang II sera clivée en 
angiotensine III (Ang III) puis en angiotensine IV (Ang IV) et cette dernière sera dégradée 
en plus petits fragments (Figure 2) (Weiland and Verspohl 2009). 
1.2.2 Le métabolisme de l'Angiotensine II 
L'Ang II, bien qu'elle soit l'hormone principale du système rénine-angiotensine (SRA), 
peut être dégradée en 3 peptides bioactifs dont les actions sont moins connues. Deux de ces 
peptides, plus petits, obtenus par l'action d'aminopeptidases, nommées l'angiotensine III 
(Ang III) et l'angiotensine IV (Ang IV), sont encore peu connus. En effet, l'Ang III semble 
avoir la même puissance au niveau du récepteur à l'angiotensine II de type 1 (R-AT1) que 
l'Ang II, cependant l'Ang III est métabolisée plus rapidement dans la circulation ce qui 
diminue son efficacité. L'hexapeptide (Ang IV) est connu pour augmenter la vasodilatation, 
la natriurèse et l'amélioration des performances cognitives via le récepteur AT4 (R-AT4 = 
IRAP, insulin-regulated membrane aminopeptidase) (Hamilton et al. 2001; Handa et al. 
1998). Un troisième métabolite de l'Ang II, l'Ang (1-7) peut être formé directement par la 
2 
dégradation de l'Ang II par l'enzyme de conversion de l'angiotensine 2 (ACE2) ou par le 
clivage de l'Ang I. L'Ang (1-7), via son récepteur Mas, est connu pour augmenter la 
production de monoxyde d'azote (NO) et des prostaglandines pour ainsi causer une 
vasodilatation, une natriurèse et une inhibition de la prolifération cellulaire (Chappell et al. 
1998; Ferrario and Iyer 1998; Handa et al. 1996; Iyer et al. 1998; Paula et al. 1995; Tallant 
et al. 1999). 
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Figure 2 : Synthèse et métabolisme de l'angiotensine II (Montani et ai., Angiotensin Vol.l, 
Springer, 2004, p. 3-29) 
ACE, Angiotensin converting enzyme 
1.2.3 Pathophysiologies associées au SRA 
La fonction principale du SRA est le maintien de l'homéostasie du système rénal et 
cardiovasculaire. Cependant, une suractivation du SRA peut mener à des effets néfastes tels 
l'hypertension, l'hypertrophie cardiaque, le stress oxydatif avec une dysfonction 
endothéliale, l'athérosclérose et l'inflammation tissulaire. La majorité de ces effets est 
causée par une suractivation du R-AT1. L'activation soutenue du SRA aussi bien 
périphérique que locale est souvent corrélée avec d'autres pathologies telles que l'obésité, 
la résistance à l'insuline et le diabète de type 2 (Bindom et al. ; Coelho et al. ; de Kloet et 
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al. 2010; Engeli et al. 2000; Santos et al. ; Tuck et al. 1981). Malgré le fait que 
l'angiotensine II seule ne provoque pas ces pathologies, elle participe fortement au 
développement de celles-ci. 
1.2.4 Le système rénine-angiotensine local 
Depuis les dernières décennies, plusieurs composants du système rénine-angiotensine 
(SRA) ont été identifiés dans différents tissus, notamment la glande surrénale, les reins, le 
cerveau, le cœur, le tissu adipeux, le pancréas et les vaisseaux sanguins (Paul et al. 2006). 
C'est alors qu'est apparu le concept du SRA local comme régulateur de certaines fonctions 
tissulaires. Il se décrit comme la production locale d'Ang II dans un tissu, qui module les 
fonctions de ce même tissu, indépendamment de la concentration d'Ang II circulante (Dzau 
1988; Phillips et al. 1993; Unger and Gohlke 1990). Par ailleurs, le SRA local est aussi 
impliqué dans plusieurs pathologies touchant la structure d'organes et leurs fonctions via la 
modulation d'expression de gènes, la croissance cellulaire, la prolifération cellulaire, la 
fibrose et les réponses inflammatoires (Brilla et al. 1997; Sadoshima and Izumo 1993; 
Wright and Harding). En effet, le SRA cardiaque, par exemple, joue un rôle important dans 
l'hypertrophie cardiaque et le remodelage tissulaire suite à un infarctus du myocarde 
(Arakawa and Urata 2000; Dostal and Baker 1992; Mazzolai et al. 1998). Le SRA rénal est 
impliqué dans la fibrose rénale causée par l'inflammation et les maladies métaboliques 
(Braam and Koomans 1996; Lai et al. 1998; Rosenberg et al. 1994). Le tissu adipeux 
exprime lui aussi plusieurs composantes du SRA tels l'angiotensinogène, la rénine, l'ECA, 
le R-AT1 et le R-AT2, ce qui permet au tissu adipeux de former lui-même de l'Ang II 
(Cassis et al. 1988; Cassis et al. 1996; Frederich et al. 1992; Gupte et al. 2008; Mallow et 
al. 2000; Saye et al. 1993; Shenoy and Cassis 1997). Par ailleurs, l'activité du SRA local du 
tissu adipeux corrèle avec l'obésité associée à la résistance à l'insuline (Boustany et al. 
2004; Engeli et al. 2005; Rahmouni et al. 2004; Safonova et al. 1997). 
1.3 Les récepteurs à l'angiotensine II 
L'angiotensine II possède deux récepteurs principaux, soit les récepteurs à l'angiotensine II 
de type 1 (R-AT1) et de type 2 (R-AT2) (de Gasparo et al. 2000). Cependant, d'autres 
récepteurs ont été identifiés liant des fragments plus petits de l'Ang II, tels le récepteur de 
type 4 (R-AT4 ou IRAP) (Albiston et al. 2001) et le récepteur Mas (Santos et al. 2003), 
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dont l'étude ne fait pas partie de mon mémoire. Les deux récepteurs ATI et AT2 
appartiennent à la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G. Ils n'ont qu'environ 
34% d'homologie (Ichiki et al. 1994; Mukoyama et al. 1993) et possèdent des voies de 
signalisation distinctes. La majorité des effets physiologiques connus, associés à l'Ang II, 
sont assurés par le R-AT1. 
1.3.1 Le récepteur ATI (R-AT1) 
L'étude plus spécifique des récepteurs à l'Ang II a débuté en 1989 lorsque trois groupes ont 
développé des ligands sélectifs qui permirent pour la première fois l'identification de sous-
types de récepteurs à l'angiotensine II (Chiu et al. 1989; Speth and Kim 1990; Whitebread 
et al. 1989). Ces récepteurs ont été identifiés dans plusieurs tissus. Le R-AT1, chez l'adulte, 
est le plus abondant dans la plupart des tissus (Bottari et al. 1993; de Gasparo et al. 2000). 
Le R-AT1 médie la majorité des effets de l'Ang II : stimulation de la vasoconstriction, 
prolifération et hypertrophie cellulaire, sécrétion d'aldostérone, régulation de la soif, de 
l'activité sympathique et inhibition de la relâche de rénine (de Gasparo et al. 2000). Son 
clonage a été réalisé en 1991, ce qui a permis une étude plus poussée sur sa structure et ses 
fonctions (Murphy et al. 1991; Sasaki et al. 1991). Il y a seulement une isoforme de ce 
récepteur chez l'humain et deux isoformes chez les rongeurs, AT la et ATlb. Ces deux 
isoformes ont 95% d'homologie et ils possèdent une affinité semblable pour l'Ang II. Elles 
diffèrent par leur distribution tissulaire et leur régulation transcriptionnelle. Le R-ATla est 
exprimé dans les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales, les reins, le foie, les 
glandes surrénales, les ovaires, le cerveau, les testicules, les poumons, le cœur et le tissu 
adipeux. Par contre le R-ATlb est plus exprimé que le R-ATla dans la glande surrénale et 
l'hypophyse seulement (de Gasparo et al. 2000). 
1.3.1.1 Signalisation du R-AT1 
L'activation du R-AT1 est principalement couplée aux protéines Gq et Gi (Figure 3). 
L'activation de la protéine Gq entraîne l'activation de la phospholipasse C-p, qui génère les 
seconds messagers diacylclycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3), qui à leur tour 
stimulent l'activité de la PKC et mobilisent le calcium des réservoirs intracellulaires pour 
activer les mitogen-activated protein kinases (MAPK) (Hunyady and Catt 2006; Kaschina 
and Unger 2003; Sadoshima et al. 1995; Touyz and Schiffrin 2000). Par son couplage à la 
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protéine Gi, le R-AT1 diminue la production d'AMPc, ce qui entraîne une modulation des 
canaux K+ et Ca2+ voltages-dépendants (Arun et al. 2005; Chorvatova et al. 1996; 
Hescheler et al. 1988; Lu et al. 1996; Maturana et al. 1999). 
En plus de ces principales voies de signalisation, le R-AT1 active plusieurs autres voies. 
Ainsi, le R-AT1 à la capacité d'interagir avec les voies de signalisation de facteurs de 
croissance comme Yepidermal growth factor (EGF), le platelet-derived growth factor 
(PDGF) et Vinsulin growth factor (IGF), suite à une interaction avec leur récepteur tyrosine 
kinase (Eguchi et al. 1996; Eguchi et al. 1998; Hunyady and Catt 2006). Cette 
transactivation mène aussi à une activation des voies MAPK dont p42/pA4mapk, JNK et p38 
ce qui induit plusieurs effets importants comme la croissance, la prolifération cellulaire et la 
différenciation cellulaire (Higuchi et al. 2007; Hunyady and Catt 2006; Olivares-Reyes et 
al. 2005; Sadoshima et al. 1995; Shah et al. 2002; Shah et al. 2004). La transactivation du 
récepteur à l'EGF est une composante importante dans la signalisation du R-AT1 menant à 
l'activation de p42/p44ma/^. Cette transactivation est assurée par la protéine PKC et 
l'activation, dépendante de Src, d'une métalloprotéinase transmembranaire qui stimule la 
libération de EGF associée à l'héparine (HB-EGF), permettant ainsi l'activation 
subséquente de son récepteur EGFR (Shah et al. 2004). 
L'activation du R-AT1 peut aussi activer la voie JAK-STAT qui régule des gènes précoces 
de la croissance cellulaire tels que c-fos, c-jun, c-myc, erg-1, VL-30 et le proto-
oncogène/activator protein 1 complcx (Berk and Corson 1997; Clark et al. 1992; Lebrun et 
al. 1995; Mascareno and Siddiqui 2000; Omura et al. 2001; Touyz and Schiffrin 2000). De 
la même manière, l'Ang II via le R-AT1 peut stimuler l'activité de la phospholipase A2 
(PLA2) qui influence la pression sanguine par plusieurs mécanismes rénaux et vasculaires 
en induisant la relâche d'acide arachidonique (Dulin et al. 1998; Freeman et al. 1998). 
La production de ROS, et l'activation des voies de signalisation sensibles aux ROS 
participent à plusieurs actions de l'Ang II via le récepteur ATI sous des conditions 
physiologiques. Griendling et al. (Griendling et al. 1994) et Zafari et al, (Zafari et al. 
1998), ont montré que l'Ang II était capable d'activer la production d'anion superoxyde de 
façon dépendante de la NAD(P)H (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) dans les 
cellules musculaires lisses vasculaires. L'activation du R-AT1 induit ainsi la production de 
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dérivés oxygénés (ROS) dans différents types cellulaires stimulant la vasoconstriction 
(Rajagopalan et al. 1996), l'hypertrophie des cellules musculaires lisses (Griendling et al. 
1994; Zafari et al. 1998), l'induction de cytokines pro-inflammatoires (Kranzhofer et al. 
1999) et l'interaction entre molécules d'adhésions (Pueyo et al. 2000). De plus, certaines 
études ont montré que l'Ang II, par la production de ROS, pouvait inhiber les voies de 
signalisations de l'insuline contribuant ainsi à la résistance à l'insuline (Diamond-Stanic 
and Henriksen 2010; Henriksen 2007; Wei et al. 2006; Wei et al. 2008). Ainsi, l'Ang II, via 
l'augmentation de la production de ROS par l'activation du R-ATl, est impliquée dans 
plusieurs conditions pathologiques tels que les dysfonctions épithéliales, l'angiogenèse, le 
remodelage vasculaire et cardiaque, au cours du développement de pathologies 
cardiovasculaires ainsi que dans le développement de l'obésité et du diabète de type 2 
(T2D) (revue dans Cai et al., 2003). 
Figure 3: Résumé de la cascade de signalisation du R-ATl dans les VSMCs (Touyz and 
Schiffrin 2000) 
La liaison de l'Ang II sur le récepteur ATI stimule rapidement l'activation de la phospholipase C 
(PLC) et de Src ainsi que l'activation de la phospholipase A2 (PLA2), la phospholipase D (PLD) et, 
par la suite, l'activation des voies MAPK. De plus, la production à long terme de ROS et 
l'augmentation de l'expression protéique participe à plusieurs fonctions du récepteur ATI, dont la 
croissance cellules et la production de protéines de la matrice extracellulaire et de facteurs de 
croissance. Dans les cellules d'origine vasculaire, ces effets favorisent le remodelage vasculaire. 
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1-3.2 Le récepteur AT2 (R-AT2) 
Le R-AT2 est aussi un récepteur à sept domaines transmembranaires de type RCPG. Par 
contre, il s'agit d'un RCPG atypique, car il ne stimule pas les voies de signalisations dites 
classiques. Ainsi, même si de nombreuses avancées ont été réalisées depuis son clonage en 
1993 (Kambayashi et al. 1993; Mukoyama et al. 1993), ses mécanismes de signalisation 
restent encore difficiles à comprendre, car ils semblent varier selon les types cellulaires et 
les conditions physiologiques. Les rôles généralement connus pour le R-AT2 sont de 
stimuler la vasodilatation, la différenciation cellulaire, l'apoptose et l'inhibition de la 
croissance cellulaire (de Gasparo et al. 2000; Porrello et al. 2009). Bien souvent, ces 
actions s'opposent à celles du R-AT1 (Hiroi et al. 2001; Horiuchi et al. 1999; Horiuchi et 
al. 1999; Horiuchi et al. 2006). Par ailleurs, les effets physiologiques associés au R-AT2 
sont associés à son niveau d'expression et à sa distribution. Le R-AT2 est faiblement 
exprimé chez l'adulte alors qu'il est plus abondant au niveau fœtal (Bastien et al. 1996; 
Grady et al. 1991; Millan et al. 1991; Sechi et al. 1993; Suzuki et al. 1993). Par contre chez 
l'adulte, le R-AT2 peut être ré-exprimé lors de certaines conditions pathologiques comme 
l'infarctus du myocarde, un accident vasculaire cérébral et dans des conditions de blessures 
cutanées (Kaschina and Unger 2003; Li et al. 2005; Nio et al. 1995; Steckelings et al. 
2005). Ainsi, il est maintenant suggéré que le R-AT2 pourrait avoir un rôle protecteur sur le 
système cardiovasculaire, rénal (Carey and Padia 2008; Siragy 2009) et les maladies 
neurodégénératives (Horiuchi et al. 2010; Phillips and de Oliveira 2008). De plus, plusieurs 
équipes ont récemment montré son implication dans les pathologies métaboliques telles que 
le diabète de type 2, l'obésité et la résistance à l'insuline (Hsieh et al. 2005; Igarashi et al. 
2007). Cependant les mécanismes par lesquels le R-AT2 agit dans ces pathologies ne sont 
pas encore clairement élucidés (Porrello et al. 2009; Steckelings et al. 2009). 
En 1992, les premiers effets cellulaires du R-AT2 ont été décrits, soit la régulation des 
canaux ioniques. Dans les cellules NG108-15, Buisson et al. (Buisson et al. 1992) ont 
montré que l'Ang II, via le R-AT2, induisait une inhibition de l'activité des canaux 
calciques de type T. Le mécanisme implique l'activation d'une phosphotyrosine 
phosphatase (PTP) et une protéine G autre que Gi (Buisson et al. 1995). Le R-AT2 peut 
également augmenter les courants potassiques IA et IKv via une protéine Gj et la 
sérine/thréonine phosphatase PP2A (protéine phosphatase 2A) (Huang et al. 1995; Kang et 
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al. 1993; Kang et al. 1994; Kang et al. 1995) (revue dans Gallo-Payet et al., 2003 et 
Gendron et al, 2003). 
Six ans après la découverte du R-AT2, deux groupes ont découvert les premiers effets 
physiologiques de ce récepteur. En 1995, l'équipe du Dr. Unger a montré un effet 
antiprolifératif du R-AT2 sur les cellules endothéliales stimulées avec du sérum ou de 
l'EGF (Stoll et al. 1995) et en 1996, celle de Dr. Gallo-Payet a montré qu'une stimulation 
du R-AT2 entraînait une élongation neuritique des cellules neuronales non-différenciées 
(Laflamme et al. 1996). Par la suite, ces travaux ont été confirmés dans des cultures 
primaires de cervelet et d'hypothalamus (Cote et al. 1999; Li et al. 2007). 
Par ailleurs, l'expression abondante et ubiquitaire du R-AT2 chez le fœtus suggère qu'il a 
un rôle à jouer dans la différenciation cellulaire et le développement tissulaire. En plus des 
travaux sur la différenciation neuronale (Laflamme et al. 1996; Meffert et al. 1996), 
quelques études ont étudié le rôle du R-AT2 dans la différenciation d'autres types 
cellulaires. Yamada et al. (Yamada et al. 1999) ont montré que les souris déficientes pour le 
R-AT2 ont une diminution de l'expression des marqueurs de différenciation dans des 
cellules musculaires lisses indiquant que le R-AT2 contribue à la vasculogenèse. Il semble 
donc que ce récepteur soit important pour la différenciation cellulaire, un processus 
important non seulement pour le développement tissulaire, mais également dans la 
régénération d'un tissu lorsque celui-ci est endommagé (Lucius et al. 1998; Reinecke et al. 
2003). 
1.3.2.1 Signalisation du R-AT2 
La signalisation du R-AT2 a été difficile à étudier et l'est encore aujourd'hui (Figure 4). 
L'activation d'une phosphatase a été la première voie de signalisation associée au R-AT2 
(Bottari et al. 1992). En effet, le R-AT2 régule certaines voies de signalisations importantes 
impliquées dans la prolifération cellulaire et l'apoptose via la déphosphorylation de 
certaines protéines par ces phosphatases (Tsuzuki et al. 1996; Tsuzuki et al. 1996): Src 
homology région 2 domain-containingphosphatase-I (SHP-1) (Bedecs et al. 1997; Feng et 
al. 2002; Matsubara et al. 2001), mitogen-acîivatedprotein kinase phosphatase 1 (MKP-1) 
(Horiuchi et al. 1997) et protein phosphatases 2A (PP2A) (Huang et al. 1995). Ainsi, par 
l'activation de ces tyrosines phosphatases, le R-AT2 diminue la croissance cellulaire 
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activée par les récepteurs tyrosines kinases des facteurs de croissance tels que / 'epidermal 
growth factor (EGF) (De Paolis et al. 2002; Shibasaki et al. 2001), le fibroblast growth 
factor (FGF) (Inagami et al. 1997; Tsuzuki et al. 1996) et l'insuline (Elbaz et al. 2000). De 
plus, suite à une activation du R-AT2, ces phosphatases diminuent la prolifération cellulaire 
médiée par les mitogen-activatedprotein kinases (MAPKs) (Akishita et al. 1999; Bedecs et 
al. 1997; Fischer et al. 1998; Horiuchi et al. 1997). 
Il est aussi bien documenté que le R-AT2 stimule la production de monoxyde d'azote (NO) 
et du guanosine monophosphate cyclique (GMPc) (Gohlke et al. 1998; Liu et al. 1997; 
Siragy and Carey 1996; Tsutsumi et al. 1999). L'activation de cette cascade a été observée 
dans les cellules endothéliales (Wiemer et al. 1993; Yayama et al. 2006), le coeur de rat 
(Liu et al. 1997) et le rein de rat (Siragy and Carey 1996). Des observations similaires ont 
également été faites dans des cellules d'origine neuronales, dont les cellules N1E-115 
(Chaki and Inagami 1992; Zarahn et al. 1992) et les cellules NG108-15 (Gendron et al. 
2002). Cette voie fait partie de celles qui s'opposent à celles médiées par le R-AT1 (Carey 
2005; Ichiki et al. 1998). Le R-AT2 peut aussi s'hétérodimériser soit avec le récepteur B2 
de la bradykinine, pour favoriser la formation de NO (Abadir et al. 2003; Abadir et al. 
2006) ou le R-AT1, afin d'inhiber l'activation du R-AT1. L'activation de la production de 
NO et de GMPc participe à plusieurs actions biologiques, dont la vasodilatation, la 
différenciation neuronale et la diminution de la prolifération (revue dans Porrello et ai, 
2009). 
Avant que le R-AT2 ne soit cloné, la plupart des scientifiques croyaient qu'il n'était pas 
couplé à une protéine G (Bottari et al. 1991). Plus tard, certaines études ont montré qu'il 
était couplé aux protéines Gia2 et Gia3 via une interaction avec la boucle intracellulaire 
ICL3 (Hayashida et al. 1996; Zhang and Pratt 1996), alors que d'autres groupes avaient 
échoué à montrer une activation des protéines Gs ou Gi suite à la stimulation du R-AT2 (de 
Gasparo et al. 2000; Mukoyama et al. 1995). L'association du R-AT2 aux protéines Gi est 
impliquée dans la production de NO (Gendron et al. 2002; Li et al. 2007), dans l'inhibition 
du tubule proximal Na+-ATPase (Hakam and Hussain 2006; Lara Lda et al. 2006) et dans la 
régulation de canaux potassiques (Kang et al. 1994). Par ailleurs, le R-AT2 est aussi couplé 
à la sous-unité Gas, qui participe à l'activation de la phosphatase SHP-1 (Feng et al. 2002). 
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Cependant, le couplage du R-AT2 aux proteines G semble être particulier et demeure 
encore à éclaircir puisque peu de groupes de recherche ont étudié ces interactions (revue 
dans Porrello et al., 2009). 
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Figure 4 : Cascade de signalisation du R-AT2 (Nouet and Nahmias 2000) 
Abréviations: AA, arachidonic acid; ATz, angiotensin II type 2 receptor; BK, bradykinin; ERK, 
extracellular signal-regulated kinase; MKP-1, mitogen-activated protein kinase phosphatase 1; 
NO, nitric oxide; PLA2, phospholipase Ai; PP2A, protein phosphatase 2A; PTP, protein tyrosine 
phosphatase; SHP-1, SH2 domain-containingphosphatase 1. 
Des études récentes ont révélé l'existence de protéines qui interagissent avec le R-AT2 : le 
récepteur ErbB3 (Knowle et al. 2000; Pulakat et al. 2002; Pulakat et al. 2005), AT2 
receptor-interacting proteins (ATIP/ATBP50) (Nouet et al. 2004; Rodrigues-Ferreira and 
Nahmias 2010) et un facteur de transcription, promyelocytic leukemia zinc-finger protein 
(PLZF) (Senbonmatsu et al. 2003) (Figure 5). ATIP participe au transport du R-AT2 à la 
membrane (Wruck et al. 2005) et à la fonction du R-AT2 (Fujita et al. 2009; Li et al. 2007), 
alors que PLZF permet l'internalisation du R-AT2. Lorsque le R-AT2 est activé, il induit la 
translocation d'ATIP vers le noyau et favorise l'interaction entre ATIP/SHP-1 qui va 
induire l'activation transcriptionnelle de l'enzyme de réparation de l'ADN, MMS2. Une 
fois stimulé, le R-AT2 peut également activer PLZF et favoriser leur interaction, le 
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récepteur va s'accumuler dans la région périnucléaire alors que PLZF pourra entrer dans le 
noyau et augmenter l'expression de la sous-unité p85a de la phosphatydilinositol 3-kinase 
(PI3K) (Senbonmatsu et al. 2003). De plus, PLZF interagit avec le récepteur de la 
Pro(renin) ce qui pourrait suggérer une interaction entre la signalisation du R-AT2 et le 
récepteur à la Pro(renin) (Schefe et al. 2006; Schefe et al. 2008; Seidel et al. 2011). Par 
ailleurs, un nouveau régulateur du promoteur des gènes du R-AT2 et d'ATIP a été 
découvert. La poly(ADP-ribose) (PAR) polymers 1 (PARP-1) est une protéine ubiquitaire 
nucléaire qui catalyse l'attachement des PARs à d'autres protéines comme les histones et la 
RNA polymérase II. PARP-1 aurait pour rôle de diminuer l'activité du promoteur du R-AT2 
et d'augmenter l'activité du promoteur d'ATIP. Finalement, les auteurs ont montré que 
l'activation du R-AT2 entraînait une augmentation de l'activité du promoteur du R-AT2 
sans augmenter l'activité de PARP-1, ce qui révélerait la présence d'une boucle de rétro-
action positive entre l'activation du R-AT2 et son expression (Reinemund et al. 2009). 
Angll? Angll 
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Figure 5 : Rôle des partenaires ATEP/ATBP et PLZF du récepteur AT2 (Porrello et al. 2009) 
Ang II, Angiotensin II; ATIP, AT2 receptor interacting protein; ATI R, ATI receptor; AT2R, AT2 
receptor; AT1R/AT2R, ATI receptor-AT2 receptor heterodimers; P70S6K, P70S6 kinase\ PLZF, 
promyelocytic zinc ftnger protein; PI3K-p85a-pl 10a, p85a-pll0a-subunit of 
phosphatidylinositol-3 kinase; SHP-1, SH2 domain-containing phosphatase 1; Akt/PKB, protein 
kinase B; MMS2, DNA repair enzyme. 
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I.4 Agonistes et antagonistes des récepteurs de l'angiotensine II 
Depuis la découverte des récepteurs à l'Ang II, plusieurs ligands ont été découverts. 
1 S Certains d'entres eux sont dérivés de l'Ang II comme la [Sar -Ala ]-Angiotensine 
(Saralasin) qui possède une forte affinité pour les R-ATl et R-AT2, mais aucune sélectivité 
(de Gasparo et al. 2000). Par la suite, plusieurs composés ont été développés pour activer 
ou inhiber les R-ATl et R-AT2. Le premier antagoniste efficace pour le R-ATl fut le 
DUP753 (losartan) avec une affinité, Ki, avoisinant 1.7 nM pour le R-ATl (Crawford et al. 
1992; Duncia et al. 1992). Il possède aussi un IC50 de 12.1 nM pour le R-ATl et > 10000 
nM pour le R-AT2. Parmi les antagonistes du R-AT2, les plus étudiés furent le PD123177 
et le PD123319, mais le PD123177 n'est plus disponible. Le PD123319 a une haute affinité 
pour le R-AT2 (Ki -12 nM), mais une faible affinité pour le R-ATl (Ki >100 |iM) et il est 
approximativement 10 000 fois plus sélectif pour le R-AT2 que le R-ATl (Macari et al. 
1993). Il possède un IC50 de > 10000 nM pour le R-ATl et de 34 nM pour le R-AT2. 
Malgré cela, il reste un composé très onéreux et peu sélectif à forte dose qui rend difficile 
l'interprétation des résultats (Brechler et al. 1993; Unger and Dahlof 2009). Puis, une 
nouvelle génération de peptides fut découverte, dont un agoniste sélectif pour le R-AT2, le 
CGP42112A (Macari et al. 1993; Whitebread et al. 1991) et le p-aminophenylalanin-Ang 
II, qui possède une forte affinité pour les R-ATl et R-AT2, donc sans sélectivité pour l'un 
ou l'autre des récepteurs (Speth and Kim 1990). De plus, Ohinata et al. (Ohinata et al. 
2009) ont identifié récemment un nouveau peptide ayant une bonne affinité pour le R-AT2, 
la novokinine. Ce nouveau peptide diminuerait la prise alimentaire via le R-AT2. 
Cependant, ces composés possèdent tous leurs limites, car en tant que peptide, ils sont 
dégradés rapidement in vivo. De plus, le CGP42112A semble se lier à d'autres sites que le 
R-AT2 (Roulston et al. 2003), et même posséder des propriétés antagonistes à fortes 
concentrations pour le R-AT2 (Fabiani et al. 2001; Martineau et al. 1999; Ruiz-Ortega et al. 
2000; Stoll et al. 1995). 
L'un des principaux problèmes liés à l'étude du R-AT2 vient non seulement du faible 
niveau d'expression de ce récepteur, mais aussi du manque d'outils efficaces permettant 
son étude sélective, particulièrement in vivo. Ainsi, plusieurs groupes ont eu recours à des 
modèles de souris invalidées pour le gène agtr2, à des cellules transfectées avec le R-AT2 
ou encore à l'utilisation de bloqueurs pour les R-ATl et R-AT2, afin de mieux l'étudier. 
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Cependant, aucun de ces outils n'a jusqu'à récemment permis d'étudier, dans un contexte 
physiologique, les effets de l'activation directe du R-AT2 (Porrello et al. 2009; Steckelings 
et al. 2009). Conséquemment, en absence de ligand sélectif, toutes les études demeurent 
encore aujourd'hui sujettes aux critiques et aux débats. 
À l'opposé, il existe de nombreuses données dans la littérature qui tendent à indiquer que 
certains effets bénéfiques des antagonistes du R-AT1 (ARB) pourraient être dus non 
seulement à l'inhibition des effets du R-AT1, mais également aux effets d'une activation du 
R-AT2 par l'Ang II, le seul actif pour lier l'Ang II dans cette situation. De plus, plusieurs 
études ont montré qu'une inhibition à long terme du R-AT1 peut entraîner une 
augmentation de l'expression du R-AT2, venant ainsi renforcer l'hypothèse qu'une 
stimulation du R-AT2 pourrait participer aux effets bénéfiques des ARB. Par ailleurs, les 
ARB peuvent se diviser en 2 catégories : ceux ayant une activité PPARy, dont le 
telmisartan et à plus forte concentration l'irbesartan, et ceux n'ayant pas d'activité PPARy, 
tel le candesartan, le losartan et le valsartan (Tuck 2005). Ainsi dans les études ayant utilisé 
les ARB capables d'induire l'activation de PPARy, il est difficile de discriminer les effets 
entre l'inhibition du R-AT1 et les effets d'une augmentation de l'activité du R-AT2 car les 
deux récepteurs augmentent l'activation de PPARy (Zhao et al. 2005). 
Par conséquent, le développement de nouveaux ligands plus sélectifs et non-peptidiques 
pour le R-AT2 serait très utile. Ces nouveaux composés aideraient non seulement à mieux 
comprendre les rôles physiologiques associés à l'activation du R-AT2, mais ils pourraient 
également mener éventuellement à des avenues thérapeutiques prometteuses pour les 
nombreuses pathologies dans lesquelles le R-AT2 semble avoir un rôle protecteur dont 
l'obésité, la résistance à l'insuline, le diabète de type 2 (Weisinger et al. 2009) et les 
déficits cognitifs de type maladie d'Alzheimer (Horiuchi et al. 2010). En 2004, le groupe 
du Dr. Anders Hallberg ainsi que le laboratoire de Dr. Nicole Gallo-Payet ont publié la 
caractérisation du premier agoniste spécifique et sélectif, oralement actif et non peptidique 
pour le R-AT2. Ce composé a été développé à partir du composé L162-313, et a été nommé 
« Composé 21 », maintenant appelé le M24 (Georgsson et al. 2007; Wan et al. 2004). Le 
M24 possède un Kd d'environ 0.4 nM pour le R-AT2 et un Kd > 10000 nM pour le R-AT1. 
Ce composé a déjà été utilisé pour stimuler sélectivement le R-AT2 dans quelques études in 
vivo. Les études ont ainsi montré que le R-AT2 pouvait améliorer, en partie, les fonctions 
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cardiaques suite à une ischémie post-infarctus (Kaschina et al. 2009), protéger contre les 
dommages rénaux induits suite à une ischémie cardiaque (Gelosa et al. 2009), stimuler la 
vasodilatation (Bosnyak et al. 2010) et diminuer l'inflammation engendrée par plusieurs 
cytokines (Rompe et al. 2010). Nous disposons également de cet outil dans notre 
laboratoire afin d'élucider de manière efficace le rôle du R-AT2 dans plusieurs modèles 
pathologiques (Steckelings et al. 2009; Unger and Dahlof 2009) 
1.5 Rôle du SRA dans les pathologies métaboliques 
1.5.1 Le syndrome métabolique 
Depuis le début du 20e siècle, les Occidentaux ont adopté un nouveau mode de vie. En 
effet, aujourd'hui, la majorité de la population est capable de s'offrir de la nourriture 
dépassant largement les besoins énergétiques du corps humain ainsi que des biens matériels 
diminuant leur activité physique. Ce changement rapide du mode de vie a mené à une 
augmentation de l'incidence de plusieurs pathologies telles les dyslipidémies, l'obésité, le 
diabète de type 2, les maladies cardiovasculaires (Hodge et al. 1994; James 2008; Ogden et 
al. 2006). En effet, le corps humain doit maintenant s'adapter à l'excédent de nourriture et à 
leur nouvelle composition. Cependant, lorsque le corps n'arrive plus à s'adapter, plusieurs 
pathologies émergent et entraînent des complications très graves. Ces pathologies sont 
regroupées sous le terme, « de syndrome métabolique » (Figure 6). Ce dernier regroupe 
plusieurs désordres métaboliques qui, ensemble, peuvent conduire au décès. Il existe deux 
définitions acceptées internationalement. L'une provient de la « International Diabetes 
Fédération » (IDF) adoptée en 2006 et l'autre provenant de la « National Cholesterol 
Education Program » (NCEP) adoptée en 2001. La première définit le syndrome 
métabolique comme étant une obésité centrale (viscérale) à laquelle s'ajoutent deux des 
trois critères suivant : l'augmentation des triglycérides (TG) > 150 mg/dL; une diminution 
du cholestérol sous forme de High Density Lipoprotein (HDL) < 40 mg/dL chez les 
hommes et < 50 mg/dL chez les femmes; l'augmentation de la pression artérielle systolique 
>130 mmHg ou diastolique > 85 mmHg et une augmentation de la glycémie à jeun > 100 
mg/dL. La seconde définit le syndrome métabolique comme étant 3 des critères suivants : 
une obésité centrale : tour de la taille > 102 cm chez l'homme et > 88 cm chez la femme; 
une dyslipidémie : TG >150 mg/dL; une dyslipidémie : HDL-C < 40 mg/dL chez l'homme 
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et < 50 mg/dL chez la femme, une hypertension : Pression sanguine > 130/85 mmHg et 
une glycémie à jeun >110 mg/dL. 
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Figure 6 : Pathophysiologie du syndrome métabolique menant aux complications 
cardiovasculaires (Reilly and Rader 2003) 
L'obésité centrale et le système immunitaire inné sont des joueurs importants dans le 
développement de la résistance à l'insuline, de l'inflammation chronique et du syndrome 
métabolique. Les adipocytes via leurs adipokines (ex. : leptine, adiponectine, resistine) et les 
macrophages via leurs cytokines (ex.: tumor necrosis factor-a, interleukine-6) influencent 
grandement les tissus adipeux, le muscle, le foie et les cellules immunitaires. De plus, ces 
adipokines et ces cytokines semblent jouer un rôle important dans le développement de 
l'athérosclérose menant à des événements cardiovasculaires dangereux tels les thromboses. Les 
facteurs génétiques et environnementaux ont tous deux un impact très élevé sur le développement 
de l'athérosclérose en influençant les tissus cibles de l'insuline et les cellules immunitaires. À 
noter, l'obésité viscérale est caractérisée par une augmentation de l'infiltration du tissu adipeux 
viscéral par les macrophages, favorisant ainsi un profil de sécrétion d'adipokines pro-
hyperglycémiant (Figure 14). Ainsi, le tissu adipeux viscéral est un organe clef dans le 
développement du syndrome métabolique. TG, triglycérides; HDL, High-densitiy lipoprotein; BP, 
blood pressure. 
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Le syndrome métabolique est influencé par le poids, l'âge, les gènes et la sédentarité (faible 
activité physique vs apport calorique élevé). Cependant, bien que les scientifiques aient 
identifié plusieurs causes physiologiques, moléculaires et génétiques au syndrome 
métabolique, il n'en reste pas moins qu'il est toujours une pathologie très complexe 
impliquant plusieurs organes. Il existe également d'autres facteurs pouvant être impliqués 
dans le syndrome métabolique comme le stress et la dérégulation de l'axe hypothalamo-
hypophysaire-surrénalien (Gohil et al. 2001; Lamounier-Zepter et al. 2006; Roberge et al. 
2007; Rosmond 2005). Généralement, pour traiter le syndrome métabolique, les médecins 
traitent chacun des désordres métaboliques séparément. Ainsi, pour traiter l'hypertension 
associée au syndrome métabolique, les médecins vont prescrire des diurétiques, des 
inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) ou bien encore des 
bloqueurs du R-AT1 (ARB) selon qu'ils ont des troubles rénaux ou non. C'est de cette 
manière que plusieurs études ont montré que l'utilisation d'inhibiteurs de la ECA et des 
ARB diminuaient non seulement l'hypertension, mais également l'incidence du diabète de 
type 2 (Figure 7) (Abuissa et al. 2005; Jandeleit-Dahm et al. 2005; Parhofer et al. 2007). 
Une étude récente a également montré que le valsartan (un ARB) diminuait l'incidence du 
diabète de type 2 de 12.4% comparativement au placebo et ajusté pour les individus ayant 
des beta-bloqueurs ou des diurétiques (McMurray et al. 2010). 
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Figure 7: Résumé des différentes études cliniques ayant analysées l'incidence du diabète de 
type 2 suite à l'inhibition du SRA 
Meta-analyses de l'incidence de nouveaux cas de diabète dans plusieurs études cliniques 
comparatives utilisant ou non des inhibiteurs du système rénine angiotensine (SRA). Les résultats 
des différentes études ont été regroupés en utilisant le logiciel Stata statistical software, version 8 
(Stata Corporation, College Station, Texas, USA) avec la méthode de méta-analyses Mantel-
Haenszel et présenté comme une estimation du risque relatif de l'incidence de nouveaux cas de 
diabète avec des intervalles de confiance de 95% (CI). En résumé, une fois compilées, ces études 
montrent un risque relatif pour l'incidence de nouveaux cas de diabètes de 0.78, donc une 
diminution de 22%. Le logiciel assigne un poids relatif à la contribution de chacune des études en 
fonction de la taille des groupes et du nombre d'événements observés. Un test d'hétérogénéité a été 
effectué. Tiré de (Jandeleit-Dahm et al. 2005) 
1.5.2 L'obésité 
La prévalence de l'obésité a augmenté jusqu'à atteindre des proportions épidémiques à 
travers le monde. Selon Statistique Canada pour l'année 2005, le pourcentage de Canadiens 
entrant dans la catégorie des obèses (IMC supérieur à 30 kg/m ) a presque doublé entre 
1978 et 2005, passant de 13.8% à 24.3% de la population d'adultes, soit 1 personne sur 4. 
Le nombre de Canadiens obèses, âgés de 18 ans et plus, avoisinait les 5.5 millions en 2005. 
Parmi les gens âgés de 18 ans et plus, 36% étaient considérés comme ayant un excédent de 
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poids et 39% avaient un poids acceptable. La hausse observée aux États-Unis est toutefois 
nettement plus importante que celle observée au Canada. Les statistiques américaines 
provenant du « Center for disease control and prévention » (CDC), indiquent que 33.9% de 
la population adulte de 20 ans et plus est considérée obèse et 68% de la population 
américaine souffrait d'un surplus de poids en 2007-2008 (IMC supérieur à 25 kg/m ) 
(Flegal et al. 2010). Cette inquiétante tendance concerne également les enfants (Ogden et 
al. 2010). Dans la population canadienne en général, plus d'un quart des enfants souffrent 
d'une surcharge pondérale. Aux États-Unis; en 2003, 75 milliards de dollars (US) par 
année auraient été dépensés en coût direct et indirect pour cette pathologie (Finkelstein et 
al. 2004). Alors qu'au Canada, en 2004, les coûts étaient estimés à 4,3 milliards de dollars 
(CAN) par année (Statistique Canada). De plus, l'obésité est associée à plusieurs autres 
pathologies comme le diabète de type 2, les pathologies cardiovasculaires, l'hypertension 
artérielle, les problèmes respiratoires (comme l'apnée du sommeil), les problèmes 
rhumatologiques, les problèmes métaboliques comme la dyslipidémie, l'infertilité, 
l'insuffisance veineuse et les cancers notamment celui de l'intestin et du sein (Santé 
Canada) (Haslam and James 2005). 
1.5.3 L'insuline et la résistance à l'insuline 
L'insuline est une hormone peptidique de 51 acides aminés sécrétée par les cellules (3 du 
pancréas en réponse à un niveau élevé de glucose sanguin. Elle fut découverte en 1921 par 
Banting et Best avec l'aide de leurs collègues Collip et Macleod (Cohen 2006). Cette 
hormone régule les fonctions énergétiques tel le métabolisme du glucose, des lipides et des 
protéines (Saltiel and Kahn 2001). Lorsque la concentration de glucose sanguin augmente 
après un repas, cela entraîne une augmentation de la sécrétion d'insuline ce qui a pour 
conséquence d'augmenter le captage du glucose dans le muscle squelettique et le tissu 
adipeux. Par ailleurs, en plus d'inhiber la production du glucose hépatique, elle induit 
l'entreposage du glucose sous forme de glycogène dans le foie et le muscle. En résumé, 
l'insuline normalise la concentration de glucose dans le sang en inhibant la gluconéogenèse 
hépatique et en augmentant le captage du glucose dans les tissus périphériques. 
Cependant, certaines conditions pathologiques provoquent une résistance à l'insuline qui se 
définit lorsque les principaux tissus cibles de l'insuline (tissu adipeux, muscles et le foie) ne 
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réussissent pas à répondre à un niveau normal d'insuline. Ainsi, une résistance à l'insuline 
change la balance entre la formation de substrats énergétiques (glucose, acides gras libres) 
et leurs stockages en faveur d'une augmentation de glucose et de lipides dans la circulation 
sanguine. Afin de contrer l'augmentation de la glycémie, la concentration élevée de glucose 
stimule la sécrétion d'insuline par les cellules P du pancréas. Dans des situations 
d'hyperglycémie chronique, les cellules (3 vont compenser ces élévations de glucose 
sanguin par une sécrétion plus importante d'insuline jusqu'à épuisement de ces cellules, ce 
qui entraînera une diminution de la masse des îlots de Langerhans (îlots composés de 
cellules P). Ainsi le pancréas ne pourra plus sécréter d'insuline pour contrôler la glycémie 
ce qui causera une glucotoxicité dans certains tissus. 
Par ailleurs, la résistance à l'insuline est impliquée dans une variété de pathologies incluant 
l'obésité, l'hypertension, l'infection chronique, les maladies cardiovasculaires et elle est 
une étape précoce dans le développement du diabète de type 2 (DeFronzo and Ferrannini 
1991). Selon l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 220 millions de personnes 
seraient atteintes du diabète dans le monde. En 2005, 1.1 million de décès auraient été 
causés de manière directe et indirecte par le diabète et cette tendance devrait doubler d'ici 
2030. Aux États-Unis, 174 milliards de dollars (US) seraient dépensés en coûts directs et 
indirects causés par cette pathologie (Dali 2008). Le diabète de type 2, à un stade avancé, 
est une maladie qui est caractérisée par une hypoinsulinémie due à une destruction partielle 
des cellules P du pancréas et une hyperglycémie (Kahn 2003). Plusieurs complications y 
sont rattachées si le diabète n'est pas bien contrôlé, comme une neuropathie, une 
rétinopathie, une insuffisance rénale, une diminution du flot sanguin, surtout dans les 
extrémités du corps, et une augmentation du risque de développer des maladies 
cardiovasculaires. Par ailleurs, la relation entre le diabète de type 2 et l'obésité est très 
étroite. Bien souvent, l'une favorise l'autre, car environ 80% des diabétiques souffrent 
d'obésité ou de surpoids (2004; Smyth and Héron 2006). 
1.5.3.1 La signalisation de l'insuline 
Mécanistiquement, l'action de l'insuline passe par son récepteur tyrosine (Tyr) kinase 
(Figure 8). La liaison de l'insuline à son récepteur entraîne une auto-phosphorylation de la 
partie intracellulaire du récepteur qui à son tour va phosphoryler les substrats 
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intracellulaires de l'insuline « insulin receptor substrate » (1RS) dont 1RS-1,2,3,4, Shc et 
JAK-2, qui vont servir de site d'arrimage pour d'autres protéines qui vont activer 
différentes voies de signalisation. Parmi celles-ci, il y a la voie des mitogen-activated 
protein kinases (MAPK) et la voie de la phosphoinositol 3-kinase (PI3K)/Akt. 
Généralement, la première est responsable de la croissance cellulaire et la seconde de la 
plupart des actions métaboliques de l'insuline (Saltiel and Kahn 2001). Cependant, Akt est 
très impliquée également dans la croissance et la prolifération cellulaire (Gonzalez and 
McGraw 2009). 
Ces cascades de signalisation sont hautement régulées par l'insuline, mais également par 
les protéines de la cascade de signalisation elles-mêmes qui vont assurer un rétro-contrôle 
intracellulaire et inhiber notamment les protéines 1RS et le récepteur à l'insuline. Une 
phosphorylation en sérine/thréonine (Ser/Thr) (phosphorylation inhibitrice) du récepteur à 
l'insuline et des 1RS est associée à une diminution de l'activité des ces protéines alors 
qu'une phosphorylation en tyrosine (phosphorylation activatrice) des 1RS et du RI est 
associée à une activation de ces protéines. Plusieurs des protéines assurant un rétro-contrôle 
négatif sur la signalisation de l'insuline sont des protéines en aval de PI3K comme la 
protéine kinase C atypique (aPKC) Ç, glycogen synthase kinase (GSK)-3, mammalian 
target on rapamycin (mTOR) et ribosomal S6 kinase-1 (S6K1) (Raught et al. 2001). Ces 
protéines vont diminuer l'activité du récepteur à l'insuline par sa phosphorylation en 
Ser/Thr, stimulant ainsi son internalisation, ou par sa déphosphorylation via des 
phosphatases qui déphosphorylent des sites Tyr spécifiques (SHIP2, SH2-containing 5'-
inositol phosphatase; PTEN, phosphatase and tensin homolog et PTP-1B, protein-tyrosine 
phosphatase 1B). Ces protéines peuvent également agir au niveau des protéines 1RS car une 
phosphorylation spécifique des résidus Ser/Thr induit une dissociation des 1RS du RI, 
bloque la phosphorylation en Tyr des 1RS et induit la relâche des 1RS d'un complexe 
intracellulaire qui le maintient près du récepteur à l'insuline, induisant ainsi leur 
dégradation (Saltiel and Kahn 2001). 
Par ailleurs, plusieurs de ces voies sont aussi utilisées par des facteurs qui induisent ou 
favorisent la résistance à l'insuline comme; la tumor necrosis factor-a (TNF-a) (Nieto-
Vazquez et al. 2008), les acides gras non estérifiés (NEFA) (Kahn et al. 2006), le stress 
oxydatif cellulaire (Ceriello and Motz 2004; Meigs et al. 2007) et l'Ang II (Arellano-
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Plancarte et al. 2010; Horiuchi et al. 2006). Plusieurs études ont également montré chez des 
modèles animaux ou humains résistants à l'insuline qu'une signalisation à l'insuline 
défectueuse était le plus souvent due à des perturbations post-traductionnelles. Ces 
modifications peuvent être une augmentation de la phosphorylation de résidus Ser/Thr des 
protéines 1RS, une augmentation de la dégradation des 1RS, mie augmentation de l'activité 
de Tyr-phosphatases (SHIP2, PTEN et PTP-1B) et une diminution de l'activation de 
protéines en aval du récepteur à l'insuline (dont Akt et aPKC ÇA.). 
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Figure 8: La signalisation de l'insuline (Saitiel and Kahn 2001) 
1.5.4 Le SRA et la résistance à l'insuline 
Plusieurs évidences suggèrent que l'Ang II est généralement associée à une diminution de 
la sensibilité à l'insuline et plusieurs mécanismes ont été proposés (Giacchetti et al. 2005; 
Henriksen 2007; Liu 2007). En effet, il y a plusieurs interactions possibles qui montrent 
que l'Ang II induit une diminution de l'activité des protéines de la cascade de signalisation 
de l'insuline dont IRS-1/2, PI3K et Akt (Figure 9) (Arellano-Plancarte et al. 2010; Folli et 
al. 1997; Folli et al. 1999; Horiuchi et al. 2006; Muscogiuri et al. 2008; Velloso et al. 
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1996). Ceci a pour conséquence d'entraîner une diminution de la sécrétion d'adiponectine 
(Ran et al. 2006), une diminution de l'adipogenèse (Sharma et al. 2002), une inhibition de 
la translocation membranaire du transporteur de glucose GLUT4 (Shiuchi et al. 2004), une 
augmentation de la production de dérivés oxygénés (Blendea et al. 2005; Cooper et al. 
2007; Henriksen et al. 2001; Rajagopalan et al. 1996) et une augmentation de 
l'inflammation (Hernandez-Presa et al. 1997; Takeshita et al. 2008; Wei et al. 2008). Il est 
à noter que tous ces effets néfastes sont associés avec une stimulation du R-AT1. Dans le 
même sens, Fhyperinsulinémie et la résistance à l'insuline augmentent les risques de 
développer des pathologies cardiovasculaires par l'augmentation de l'activité du R-AT1 
(Banday et al. 2005; Nickenig et al. 1998; Samuelsson et al. 2006). De plus, plusieurs 
études cliniques ont montré que les patients traités à l'aide d'un iECA ou un ARB pour des 
problèmes cardiovasculaires et sans diabète, diminuaient l'incidence du diabète de type 2 
(Jandeleit-Dahm et al. 2005). Peu d'études ont étudié clairement le rôle du R-AT2 dans le 
métabolisme. Ceci s'explique d'une part, par l'expression du R-AT2 qui est faible dans les 
tissus métaboliques adultes, par le manque de bons anticorps pour détecter sa présence et 
par le manque d'outils pharmacologiques sélectifs pour l'étudier (voir section 1.4). 
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Figure 9: Interaction entre la signalisation des récepteurs à l'Ang II et le récepteur à l'insuline 
(Horiuchi et al. 2006) 
Modèle potentiel de l'action des récepteurs à l'angiotensine II de type 1 et et de type 2 sur la 
signalisation à l'insuline. TNF-a, tumour necrosis factor-a\ IRS-1, insulin receptor substrate-1; 
PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; GLUT4, glucose transporter 4. 
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1.5.4.1 Rôle de l'Ang II sur la résistance à l'insuline dans le tissu adipeux 
Le tissu adipeux est étroitement lié à la résistance à l'insuline et plusieurs groupes étudient 
le rôle de l'Ang II et ses récepteurs sur la sensibilité à l'insuline. Certaines études ont 
montré que l'inhibition du R-AT1 par des ARB augmente la sensibilité à l'insuline chez 
des animaux résistants à l'insuline avec ou sans obésité (Iwai et al. 2007; Munoz et al. 
2006; Tian et al. 2010). En effet, Furuhashi et al. (Furuhashi et al. 2004) ont montré que 
l'utilisation d'un ARB, l'olmesartan, chez des rats Sprague-Dawley soumis à une diète 
riche en fructose, améliorait la sensibilité à l'insuline par une diminution de la taille des 
adipocytes sans changement de la masse adipeuse totale. 
Au niveau moléculaire, les études actuelles sur les effets de l'Ang II sur la signalisation de 
l'insuline sont peu nombreuses et souvent contradictoires. Munoz et al. (Munoz et al. 2006; 
Munoz et al. 2009) ont montré que bloquer le R-AT1 restaure la signalisation à l'insuline 
chez des rats obèses. Baba et al. (Baba et al. 1998) ont rapporté, chez les adipocytes 
humains, qu'un traitement à l'Ang II n'avait pas d'effet sur l'activité kinase des résidus Tyr 
du récepteur à l'insuline. Par contre, Juan et al. (Juan et al. 2005), ont montré qu'un 
traitement à l'Ang II sur les adipocytes, via le R-AT1, augmentait la phosphorylation des 
résidus Tyr du récepteur à l'insuline, la phosphorylation d'Akt et la translocation de 
GLUT4 à la membrane suite à un traitement à l'insuline. Ces résultats semblent indiquer 
que l'Ang II pourrait favoriser et potentialiser les actions de l'insuline sur le captage du 
glucose via le R-AT1. Cependant, dans l'ensemble, la majorité des scientifiques 
s'entendent pour dire que l'Ang II diminue la sensibilité à l'insuline, mais les mécanismes 
qui sont impliqués restent encore à éclaircir (de Kloet et al. 2010). 
Par ailleurs, l'Ang II influence la physiologie du tissu adipeux (Figure 10). Par conséquent, 
l'amélioration de la sensibilité à l'insuline par les ARB pourrait être secondaire à la perte 
de masse adipeuse observée suite à l'administration à long terme d'ARBs. En ce qui 
concerne le R-AT2, Shiuchi et al. (Shiuchi et al. 2004) ont montré que le R-AT2 était 
nécessaire pour le captage du glucose dans le tissu adipeux. De plus, Yvan-Charvet et al. 
(Yvan-Charvet et al. 2005) ont montré qu'une abolition de l'expression du R-AT2, chez des 
souris, prévenait l'augmentation de la masse adipeuse et de la résistance à l'insuline suite à 
une diète riche en gras. Cependant, peu de groupes ont étudié le rôle du R-AT2 sur la 
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résistance à l'insuline dans le tissu adipeux. D'autres études sont donc nécessaires afin de 
mieux comprendre le rôle différentiel de chacun des récepteurs ATI et AT2 dans la 
résistance à l'insuline au niveau du tissu adipeux. 
1.5.4.2 Rôle de l'Ang II sur la résistance à l'insuline du muscle squelettique 
Le muscle squelettique est particulièrement important dans le développement de la 
résistance à l'insuline puisqu'il est responsable de 75-95% de la clairance du glucose 
induite par l'insuline. Au niveau du muscle squelettique, l'Ang II entraîne une résistance à 
l'insuline, qui pourrait être associée à une augmentation de la production de dérivés 
oxygénés (Henriksen 2007; Sowers 2004; Wei et al. 2006). En effet, l'Ang II augmente la 
production de ROS dans le muscle squelettique via l'augmentation de l'activité de la 
NADPH oxydase ce qui entraîne une diminution de l'activité des 1RS 1/2, Akt, la 
translocation membranaire de GLUT4 et le captage du glucose stimulé par l'insuline. 
Cependant, ces effets peuvent être, en partie, rétablis par le blocage du R-AT1 ou par un 
traitement antioxydant (Blendea et al. 2005; Henriksen et al. 2001; Wei et al. 2006). De 
plus, Wei et al. 2008 (Wei et al. 2008), ont montré que dans les myocytes L6, les effets 
induits par l'Ang II sur les mécanismes signalétiques de l'insuline étaient reliés à une 
augmentation de l'activation de NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells) et l'expression de TNF-a, qui sont impliqués dans la production de ROS, 
mais que l'utilisation du valsartan diminuait l'activation de ces protéines. Par ailleurs, 
l'Ang II a un rôle important à jouer dans l'organisation des fibres d'actine. Ainsi, l'Ang II 
empêche la réorganisation des fibres d'actine stimulée par l'insuline pour permettre le 
captage de glucose via l'activation d'ERKl/2 par le R-AT1 et p38 MAPK (Nazari et al. 
2007). Malgré la présence du R-AT2 dans le muscle squelettique (Mitsuishi et al. 2009), 
aucune étude n'a étudié son rôle dans la signalisation de l'insuline dans le muscle 
squelettique (Olivares-Reyes et al. 2009). Cependant, Shiuchi et al. (Shiuchi et al. 2004) 
ont montré que le R-AT2 n'influençait pas le captage de glucose dans le muscle par 
l'utilisation du PD123319 (antagoniste du R-AT2) chez des animaux diabétiques type 2 et 
des muscles provenant de souris déficientes pour le R-AT2. 
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1.5.4.3 Rôle de l'Ang II sur la résistance à l'insuline du foie 
Un autre organe important pour le métabolisme énergétique est le foie. Cependant, le foie 
est connu pour être un organe touché tardivement dans la résistance à l'insuline et 
augmentant ainsi la production de glucose hépatique à jeun qui est observé chez les patients 
diabétiques. De plus, le foie est l'organe principal pour la clairance de l'insuline. 
L'angiotensinogène hépatique est surexprimé chez les patients diabétiques avec ou sans 
obésité (Takeshita et al. 2008). L'étude a aussi montré que le TNF-a augmentait 
l'expression de la ACE, l'angiotensinogène et du R-AT1 dans les THLE5b, une lignée 
d'hépatocytes. De plus, le TNF-a et l'Ang II semblent augmenter la production de 
plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) de manière synergique, ce qui suggère une 
interaction entre les deux voies de signalisations dans les hépatocytes. Un processus 
semblable a été découvert pour la production de monocyte chimoattractant protein-1 
(MCP-1) par les préadipocytes 3T3-L1 (Asamizu et al. 2009). Afin de montrer que l'Ang II 
diminuait l'activité de la signalisation de l'insuline, Munoz et al. (Munoz et al. 2006), ont 
montré que l'Ang II via son R-AT1 diminuait la sensibilité à l'insuline par une diminution 
de la phosphorylation sur des résidus Tyr des 1RS, du RI et une diminution de la liaison 
IRS-PI3K ce qui a pour effet de diminuer l'activation d'Akt au niveau du foie et même 
favoriser la stéatose hépatique. Arellano-Plancarte et al. (Arellano-Plancarte et al. 2010) ont 
récemment poussé plus loin les études de Munoz et al. (Munoz et al. 2006). Dans une 
lignée d'hépatocyte C9, les auteurs ont montré que l'Ang II, via son R-AT1, augmentait 
l'activité de la voie inhibitrice de l'insuline mTOR/S6K. De plus, les auteurs ont montré 
que l'activation de cette voie était dépendante de FEGFR/PKC/PI3K/MAPK. Un résumé 
des actions de l'Ang II par le R-AT1 est illustré à la Figure 10. Encore une fois, aucune 
étude n'a été faite sur le rôle éventuel du R-AT2 dans le foie. En fait, ce récepteur ne 
semble pas y être exprimé, bien qu'un groupe ait récemment remis en question cette 
affirmation (Yu et al. 2010). 
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Figure 10: Action métabolique de l'angiotensine II via son R-AT1 (Muscogiuri et al. 2008) 
Proposition des effets métaboliques du SRA sur le foie, muscle, pancréas et tissu adipeux du SRA. 
GLUT-4, glucose transporter 4\ IRS-1, insulin receptor substrate-1; MCP-1, macrophage chemo 
attractant protein-1; ROS, reactive oxygen species-, TG, triglycérides. 
1.5.4.4 Rôle de l'Ang II sur la résistance à l'insuline et les fonctions du système 
vasculaire 
L'endothélium vasculaire est essentiel au maintien du tonus vasculaire normal, au flot 
sanguin et sert de barrière contre l'inflammation vasculaire et systémique via la circulation 
sanguine (Lerman and Zeiher 2005). De plus, la résistance à l'insuline, l'obésité et le 
diabète de type 2 sont associés à une dysfonction endothéliale participant ainsi à l'incidence 
de pathologies cardiovasculaires tel que l'athérosclérose (Cooper et al. 2007; Hadi and 
Suwaidi 2007; Kim et al. 2006). L'Ang II qui est produite localement par les cellules 
endothéliales joue un rôle important dans la régulation des fonctions vasculaires incluant la 
contraction, la croissance, la prolifération et la différenciation des cellules endothéliales. 
Dans des cellules endothéliales humaines, l'Ang II active les voies JNK et MAPK amenant 
une phosphorylation de IRS-1 en Ser312 et Ser616, une inhibition de l'activation de 
PI3K/Akt/eNOS et une dysfonction endothéliale (Andreozzi et al. 2004). De plus, l'Ang II 
induit un stress oxydatif, résultant en une augmentation de la transcription de facteurs 
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intracellulaires pro-inflammatoires comme NFKB (Hernandez-Presa et al. 1997; Savoia and 
Schiffrin 2007; Wei et al. 2007). Ainsi l'augmentation de la transcription de ces facteurs 
entraîne la formation de plusieurs médiateurs inflammatoires comme la protéine C-réactive, 
les cytokines et certaines molécules d'adhésions qui contribuent à la dysfonction 
endothéliale et aux dommages vasculaires (Arenas et al. 2004; Cui et al. 2006; Han et al. 
2010; Savoia and Schiffrin 2007). L'Ang II peut aussi induire la résistance à l'insuline 
indirectement, dans les cellules endothéliales, par une stimulation de la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, interleukin-6 (IL-6) et PAI-1 par d'autres 
cellules suite à des traitements avec l'Ang II. Des résultats semblables ont été observés 
dans les cellules musculaires lisses vasculaires. D'autres groupes ont également montré que 
l'Ang II, par le R-AT1, induit une résistance à l'insuline en inhibant directement la 
signalisation à l'insuline (Folli et al. 1997; Igarashi et al. 2007; Izawa et al. 2005; Motley et 
al. 2003) ou par les cytokines comme TNF-a (Wei et al. 2008). Par contre, l'Ang II via son 
R-AT2 possède un pouvoir anti-inflammatoire qui pourrait avoir un rôle protecteur dans la 
dysfonction endothéliale et augmenterait la compliance vasculaire (Cosentino et al. 2005; 
Kaschina et al. 2009; Lemarie and Schiffrin 2009; Savoia et al. 2006; Savoia et al. 2007). 
De plus, les récepteurs à l'Ang II sont principalement connus pour réguler la pression 
sanguine (Lemarie and Schiffrin 2009; Schulman and Raij 2008). Il est bien admis que le 
R-AT1 stimule la vasoconstriction, la contractilité cardiaque favorisant ainsi une 
diminution du flot sanguin (Billet et al. 2008; Touyz and Schiffrin 2000). Inversement, le 
R-AT2 tend à contrecarrer les effets du R-AT1 en stimulant la vasodilatation (Widdop et al. 
2008; Yayama and Okamoto 2008). Ces processus sont importants non seulement pour le 
système cardiovasculaire, mais aussi pour la régulation du flot sanguin, qui joue un rôle très 
important pour les échanges de substrats énergétiques entre la circulation sanguine et les 
tissus cibles de l'insuline. En effet, Chai et al. (Chai et al. 2010) ont récemment montré que 
le R-AT1 diminuait le volume sanguin micro vasculaire dans le muscle squelettique, 
diminuant ainsi l'entrée de glucose et son extraction, tandis que le R-AT2 augmente ce 
volume et le captage du glucose. Cette étude suggère aussi que le R-AT2 pourrait 
potentiellement augmenter la sensibilité à l'insuline. Cependant, le manque d'outil pour 
étudier les effets directs du R-AT2 limite la portée des études faites jusqu'à maintenant. 
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1.5.5 Le tissu adipeux 
Il existe deux types de tissus adipeux chez les mammifères, soit le tissu adipeux brun 
(BAT) et le tissu adipeux blanc (WAT). Par le passé, le (WAT) était considéré seulement 
comme un tissu entreposant, au besoin, les lipides et le glucose sans autre réelle fonction 
physiologique. Par la suite, le WAT a été identifié comme un tissu endocrinien et un organe 
important pour le maintien de l'homéostasie énergétique (Ahima 2006; Kershaw and Flier 
2004; Scherer 2006; Sethi and Vidal-Puig 2007). Le WAT comprend plusieurs dépôts dans 
différentes régions du corps humain. Parmi les plus importants, il y a le tissu adipeux sous-
cutané et intra-abdominal (viscéral): retropéritonéal, épidydimal, omental, mésentérique et 
périrénal (Figure 11). L'augmentation de la masse adipeuse provient d'une augmentation 
du nombre d'adipocytes (hyperplasie via le recrutement de préadipocytes) et 
l'augmentation du volume (hypertrophie causée par le captage de lipides) (Hausman et al. 
2001). 
Figure 11: Illustration des différents dépôts de tissu adipeux dans le corps humain. (Gesta et 
al. 2007) 
Le WAT est celui qui est responsable de l'entreposage des lipides. Le tissu adipeux a pour 
rôle principal de capter les acides gras libres non-estérifiés (NEFA) et de les stocker sous 
forme de triglycérides (TG) lorsqu'ils se retrouvent en excès dans la circulation sanguine, 
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processus appelé : lipogenèse (Figure 12). La synthèse de TG se fait à partir de glycérol 
provenant de la glycolyse et l'ajout de trois chaines d'acides gras libres. En situation de 
demande énergétique, comme lors d'un jeûne prolongé ou après une activité physique, le 
tissu adipeux va libérer des NEFA dans la circulation afin de répondre à la demande des 
tissus via la lipolyse qui est finement contrôlée par l'insuline et le système nerveux 
sympathique. Bien entendu, l'une des pathologies dans lequel le tissu adipeux est le plus 
impliqué est l'obésité, qui contribue à la résistance à l'insuline, aux dyslipidémies et à 
l'hypertension, augmentant ainsi les risques de maladies cardiovasculaires et de mortalité. 
Il est clair que le tissu adipeux participe activement au développement de ces pathologies, 
mais les mécanismes impliqués restent encore ambigus (Despres and Lemieux 2006; Reilly 
and Rader 2003). 
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Figure 12 : Métabolisme des lipides d'un adipocyte (Sethi and Vidal-Puig 2007). 
Les adipocytes sont équipés d'une machinerie biochimique finement régulée afin de répondre aux 
besoins énergétiques du corps. Deux mécanismes importants participent à cette régulation: la 
lipogenèse (stockage des acides gras libres (FFA ou NEFA) sous forme de triglycérides (TG)) et la 
lipolyse (métabolisme des TG en FFA et glycérol). Ces processus sont sensibles au changement 
nutritionnel. Par exemple, les adipocytes sont sensibles à l'insuline (l'insuline stimule la lipogenèse 
et inhibe la lipolyse) et ils sont sujets à une régulation adrénergique (stimulation de la lipolyse). 
AC, adenylate cyclase; ACS, acyl-CoA synthase; AKT, AKR mouse thymoma viral proto-
oncogene; AR, adrenergic receptor, cAMP, cyclic adenosine monophosphate, HSL, hormone 
sensitive lipase-, IR, insulin receptor, 1RS, Insulin receptor substrate-, LPL, Lipoprotéin lipase 
;PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase\ PKA,protein kinase A. 
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À la différence des adipocytes du WAT ayant une ou quelques grosses gouttelettes 
lipidiques, les adipocytes du BAT possèdent plusieurs petites gouttelettes lipidiques et un 
nombre beaucoup plus important de mitochondries (Richard and Picard 2011). Le BAT est 
surtout présent chez les nouveau-nés et situé au niveau des régions cervicales, axillaires, 
périrénales et périsurrénaliennes (Gesta et al. 2007). Par contre, certaines études récentes 
ont montré qu'il y aurait des vestiges de BAT encore présents chez l'homme adulte 
(Nedergaard et al. 2007). Chez les individus normaux, le tissu adipeux brun est situé au 
niveau des régions cervicales, supraclaviculaires, axillaires et paravertébrales. Son rôle 
principal, actuellement connu, est de générer de la chaleur (thermogenèse), un processus 
qui pourrait s'avérer très important dans la dépense énergétique chez l'adulte et les 
pathologies métaboliques (Ouellet et al. 2011; Richard and Boisvert 2010). De plus, le tissu 
adipeux brun exprime toutes les composantes du SRA et il peut ainsi produire de l'Ang II 
(Cassis et al. 1988; Cassis and Dwoskin 1991; Shenoy and Cassis 1997). L'Ang II facilite 
l'activité sympathique au niveau du BAT interscapulaire augmentant ainsi la thermogenèse 
(Cassis et al. 1998; English and Cassis 1999), ce qui corrèle avec l'augmentation de la 
concentration plasmatique d'Ang II suite à une exposition au froid (Cassis et al. 1998; 
Cassis 1993). Par ailleurs, ce mécanisme serait contrôlé par le R-AT1 qui entraîne la 
relâche de norépinephrine au niveau synaptique (Cassis 1994; Cassis and Dwoskin 1994). 
Cependant, le rôle du R-AT2 sur la physiologie du BAT n'a pas été étudié. 
1.5.5.1 Le tissu adipeux sous-cutané vs viscéral 
Il est bien connu depuis quelques années que les risques cardiovasculaires associés à 
l'obésité sont plutôt reliés à la distribution de la masse adipeuse dans le corps humain que 
le poids total de la masse adipeuse. Chez un individu sain, environ 80% du gras total est 
entreposé dans le tissu adipeux sous-cutané, alors que la masse adipeuse viscérale contient 
environ 10-20% du gras total de l'homme et 5-8% chez la femme (Arner 1997; 
Wajchenberg 2000). Il y a plusieurs différences entre le tissu adipeux sous-cutané et 
viscéral : le type d'adipocytes, leur fonction endocrinienne, leur activité lipolytique et leur 
sensibilité à l'insuline. 
L'accumulation de lipides au niveau sous-cutané représente un tampon physiologique pour 
absorber les lipides en excès. Lorsque la capacité maximale du tissu adipeux sous-cutané 
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est atteinte ou que sa capacité à générer de nouveaux adipocytes est diminuée par différents 
facteurs environnementaux ou génétiques, les lipides vont commencer à s'accumuler dans 
d'autres tissus tels le tissu adipeux viscéral puis certains tissus non adipeux (voir section 
1.5.5.4). Il est bien admis que l'obésité sous-cutanée est préférable à l'obésité viscérale. En 
effet, cette dernière est associée avec le syndrome métabolique et ses complications 
(Bjorntorp 2000; Despres and Lemieux 2006; Ibrahim 2010). Par exemple, un excès de gras 
viscéral est corrélé avec un plus grand risque de développer le diabète de type 2 (Bjorntorp 
2000; Dobbelsteyn et al. 2001; Lemieux and Despres 1994). Une dérégulation du tissu 
adipeux viscéral peut entraîner à lui seul le syndrome métabolique. 
Ces différences physiologiques et les conséquences pathologiques associées à ces deux 
types de tissu adipeux peuvent être expliquées de multiples façons. Au niveau cellulaire, le 
tissu adipeux est composé d'adipocytes, de cellules inflammatoires (macrophages), de 
cellules immunitaires, de préadipocytes, de fibroblastes, de tissu conjonctif, de tissu 
vasculaire et neuronal. Les adipocytes représentent le type cellulaire majoritaire du tissu 
adipeux. La formation de nouveaux petits adipocytes est un puissant tampon pour absorber 
les NEFA et les TG en période post-prandiale. Plus les adipocytes deviennent gros, plus ils 
deviennent dysfonctionnels. Les gros adipocytes sont résistants à l'insuline, 
hyperlipolytiques et résistants aux effets anti-lipolytiques de l'insuline. Le tissu adipeux 
viscéral est composé de plus gros adipocytes que le tissu adipeux sous-cutané qui contient 
plutôt de petits adipocytes sensibles à l'insuline et qui ont un grand pouvoir de captage de 
lipides (Bjorntorp 2000; Marin et al. 1992; Misra and Vikram 2003). De plus, le tissu 
adipeux viscéral est caractérisé par une plus grande vascularisation et une plus grande 
innervation que le tissu adipeux sous-cutané, favorisant ainsi une activité lipolytique plus 
élevée. 
Au niveau moléculaire, l'accumulation de lipides au niveau sous-cutané est favorisée par 
les récepteurs aux œstrogènes alors que l'accumulation de lipides au niveau viscéral est 
favorisée par les récepteurs aux glucocorticoïdes et aux androgènes (Bjorntorp 1997; 
Joyner et al. 2000; Marin et al. 1992; Mizutani et al. 1994; Pedersen et al. 1996; Rebuffe-
Scrive et al. 1985). Le tissu adipeux viscéral est plus sensible aux catécholamines induisant 
la lipolyse par le récepteur p3-adrénergique et moins sensible à l'inhibition de la lipolyse 
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par le récepteur a2-adrénergique que le tissu adipeux sous-cutané (Arner et al. 1990; 
Hellmer et al. 1992; Imbeault et al. 2000). 
De plus, le profil de sécrétion des adipokines (section 1.5.5.2) est différent. Le tissu 
adipeux sous-cutané est associé avec un profil d'adipokines anti-hyperglycémiantes et le 
tissu adipeux viscéral est associé avec un profil d'adipokines hyperglycémiantes (Figure 
13) (Rosen and Spiegelman 2006). Par ailleurs, le tissu adipeux viscéral est infiltré de 
manière plus importante par les cellules inflammatoires en conditions pathologiques, ce qui 
favorise la résistance à l'insuline et les dommages vasculaires (Lemieux et al. 2001; 
Weisberg et al. 2003). 
Toutes ces différences montrent que le tissu adipeux viscéral est métaboliquement plus 
actif et possède un plus grand pouvoir lipolytique que les adipocytes sous-cutanés (Arner 
1995; Lemieux and Despres 1994). De plus, le sang veineux provenant du tissu adipeux est 
drainé directement par la veine porte en direction du foie. Ce drainage, en plus de l'activité 
lipolytique élevée du tissu adipeux viscéral expose de manière très importante le foie au 
NEFA qui sont connus pour induire, entres autres, la résistance à l'insuline (Girard and 
Lafontan 2008; Lafontan and Girard 2008). En résumé, il existe beaucoup de différences 
entre les dépôts de tissus adipeux, ce qui explique, probablement, pourquoi dans certaines 
pathologies, certains tissus adipeux sont plus impliqués que d'autres. 
1.5.5.2 Le tissu adipeux et les adipokines 
Depuis quelques années, le tissu adipeux est reconnu comme un organe endocrinien en soi, 
puisqu'il sécrète à lui seul plusieurs hormones, les adipokines, qui ont une action 
endocrine, paracrine et autocrine (Ahima 2006; Karastergiou and Mohamed-Ali 2010; 
Kershaw and Flier 2004; Scherer 2006; Skurk et al. 2007; Trayhurn and Wood 2004; Waki 
and Tontonoz 2007) (Figure 13 et 14). En fait, une étude de séquençage aléatoire sur 
l'ADN complémentaire (ADNc) du tissu adipeux a révélé que les transcrits des protéines 
sécrétées par ce tissu représentent 19.6% des transcrits totaux (Kershaw and Flier 2004). 
Plus de 50 adipokines ont déjà été identifiés (Trayhurn and Wood 2004). Ces adipokines 
ont pour rôles de réguler le métabolisme énergétique du WAT mais également via d'autres 
tissus comme le muscle, le foie et le cerveau. 
33 
Pro-hyperglycaemic 
Resistin 
TNF-a, IL-6, 
other cytokines 
RBP4 
Anti-hyperg lyc aemic 
leptin 
Adiponectin 
Adipocytes 
Visfatin 
Omentin 
Figure 13: Rôle de certaines adipokines dans la régulation de la glycémie (Rosen and 
Spiegelman 2006) 
Les adipokines à action anti-diabétique (en vert) comprennent la leptine, l'adiponectine, l'omentine 
et la visfatin. Les autres (en rouge) tendent à augmenter la glycémie. TNF-a et la résistine sont 
probablement sécrétées par d'autres cellules qui ont infiltré le tissu adipeux. IL, interleukine. 
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Figure 14: Les adipokines et leurs récepteurs (Kershaw and Flier 2004). 
Parmi les adipokines importantes les plus étudiées, il y a la leptine, exprimée 
principalement par les adipocytes, mais également par les cellules endothéliales de 
l'estomac (Cammisotto et al. 2010). De plus, son expression augmente proportionnellement 
avec la masse adipeuse et sa fonction principale est d'informer le cerveau de l'abondance 
du tissu adipeux (Fruhbeck et al. 2001). La leptine agit via son récepteur (LR) sur différents 
organes, notamment le cerveau, pour créer une boucle de rétro-contrôle négatif sur le 
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maintien de l'homéostasie énergétique. Il existe 6 isoformes du récepteur à la leptine (LR a-
f) qui proviennent tous du même gène (LEPR) (Munzberg et al. 2005). La leptine active ou 
inhibe directement les neurones exprimant son récepteur au niveau du noyau 
hypothalamique arqué qui est connu pour contrôler la prise alimentaire (Cowley et al. 2001; 
Spanswick et al. 1997). Plus précisément, elle inhibe l'activité des neurones exprimant le 
neuropeptide Y (NPY), orexigéniques, et augmente l'activité des neurones exprimant le 
pro-opiomélanocortin (POMC), anorexigénique, dont le but est d'inhiber la prise 
alimentaire (Bâtes and Myers 2003). Une mutation du gène de la leptine ou du récepteur à 
la leptine entraîne notamment une hyperphagie, caractérisée par une obésité. Chez les 
souris où le gène de la leptine est muté (ob/ob), une administration de leptine réduit la prise 
alimentaire, le gain de poids et renverse les caractéristiques du diabète. D'autres effets de la 
leptine comprennent une stimulation de la dépense énergétique (Sivitz et al. 1999), la 
diminution de l'expression de la steroyl CoA desaturase-1 (SCD-1, une enzyme clef de la 
formation des acides gras) (Cohen and Friedman 2004) et prévient l'accumulation 
ectopique de lipides dans les cellules p du pancréas (Unger 2003). De plus, une 
supplémentation de leptine, chez des patients obèses qui possèdent le gène de la leptine 
muté, est efficace à stimuler une perte de poids, à améliorer l'hyperglycémie et le profil 
lipidique (Licinio et al. 2004). Ainsi, plusieurs scientifiques croyaient avoir trouvé une voie 
thérapeutique très prometteuse. Par contre, les patients obèses ayant un gène de la leptine 
ou de son récepteur normal, ce qui est le cas de la majorité de la population d'obèses, ont 
une concentration élevée de leptine (Heymsfïeld et al. 1999; Maffei et al. 1995). En effet, 
plus la masse adipeuse augmente, plus les adipocytes vont sécréter de la leptine pour 
diminuer la prise alimentaire. Lorsque ces fortes concentrations sont maintenues de façon 
chronique, les individus obèses développent une résistance à la leptine favorisant ainsi 
l'hyperphagie. Dans ce contexte de résistance à la leptine, une thérapie à la leptine 
s'avérerait inutile. 
Une autre adipokine importante est l'adiponectine, protéine de 30 kDa, sécrétée 
exclusivement par les adipocytes et qui a été identifiée par quatre groupes différents: (Hu et 
al. 1996; Maeda et al. 1996; Nakano et al. 1996; Scherer et al. 1995). L'adiponectine a une 
structure multimérique allant de trimérique à plusieurs multimères de centaines de kDa. La 
majorité de l'adiponectine circulante est sous forme de haut poids moléculaire (HPM) (> 
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300 kDa) à une concentration d'environ 10 (ig/ml chez un individu sain. Elle possède deux 
récepteurs (AdipoRl et AdipoR2). De plus, cette adipokine est inversement corrélée avec 
l'IMC chez l'humain (Arita et al. 1999; Yamauchi et al. 2001). L'augmentation de la masse 
graisseuse dans le WAT et une diète riche en gras diminuent les concentrations 
plasmatiques d'adiponectine, car les gros adipocytes sont résistants à l'insuline (Yamauchi 
et al. 2001). Par contre, les petits adipocytes sensibles à l'insuline augmentent la sécrétion 
d'adiponectine chez des individus obèses qui ont subi une perte de poids (Yang et al. 2001). 
Par ailleurs, l'hypoadiponectonémie est associée aux pathologies cardiovasculaires, à 
l'hypertension et au syndrome métabolique. De plus, l'hypoadiponectonémie corrèle avec 
la résistance à l'insuline. Certaines mutations (G84R et G90S) sur le gène de l'adiponectine 
diminuent la formation d'adiponectine de haut poids moléculaire (HPM) qui est associée au 
diabète. Par conséquent cette dérégulation serait impliquée dans le développement du 
diabète (Basu et al. 2007). D'autres études ont également montré qu'un traitement à 
l'adiponectine chez des souris diabétiques (db/db), soumises à une diète riche en gras 
améliorait la résistance à l'insuline et diminuait Phypertriglycéridémie (Yamauchi et al. 
2001). De plus, Yamauchi et al. ont montré que l'adiponectine augmentait l'expression de 
gènes impliqués dans le métabolisme oxydatif du muscle squelettique, favorisant ainsi la 
dépense énergétique (Yamauchi et al. 2002). 
Les adipocytes sécrètent aussi d'autres adipokines pro-inflammatoires, tels que le TNF-a, 
IL-6, le monocyte chemoattractanîprotein-1 (MCP-1), l'IL-ip et l'Ang II qui peut être pro-
inflammatoire via le R-AT1 (Waki and Tontonoz 2007). MCP-1 a pour rôle de recruter les 
monocytes à l'endroit où il est sécrété, de les activer, stimulant ainsi leur différenciation en 
macrophage. Ces derniers sont une source importante de cytokines inflammatoires comme 
TNF-a et IL-6. Ces facteurs inflammatoires favorisent la résistance à l'insuline en 
diminuant la sécrétion d'adiponectine ou en intervenant directement du niveau la 
signalisation de l'insuline par les voies NFK(3 et JNK (Shoelson et al. 2007). Par ailleurs, 
ces facteurs sont corrélés positivement avec l'obésité et la résistance à l'insuline. En effet, 
des études récentes montrent que le WAT de souris ou d'humains obèses est infiltré de 
façon très importante par les macrophages (Figure 15) (Rosen and Spiegelman 2006; Virtue 
and Vidal-Puig 2010; Weisberg et al. 2003). 
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Figure 15: Les effets de l'hypertrophie et de l'hyperplasie du tissu adipeux sur les 
macrophages (Virtue and Vidal-Puig 2010). 
Cette figure illustre le cercle vicieux de l'hypertrophie des adipocytes qui mène au recrutement des 
macrophages. Une fois les macrophages recrutés dans le tissu adipeux, les adipocytes deviennent 
résistants à l'insuline et relâchent une grande quantité d'acides gras libres non estérifiés qui 
s'accumuleront dans des tissus non-adipeux. De plus, les adipokines et les cytokines sécrétées par 
les adipocytes hypertrophiés inhibent la différenciation des préadipocytes, ce qui diminue le captage 
des lipides. 
1.5.5.3 L'adipogenèse 
L'adipogenèse se décrit comme le processus de différenciation des préadipocytes en 
adipocytes matures (Figure 16). Les cellules précurseures des adipocytes sont des cellules 
mésodermales multipotentes situées dans la partie stromale du tissu adipeux. Elles sont 
nommées « cellules souches mesenchymales » (mesenchymal stem cells, MSC). Elles ont la 
capacité de se différencier en plusieurs types cellulaires tels les ostéoblastes, les myoblastes 
et les adipocytes. L'une des voies de signalisation importantes dans la différenciation des 
MSC est la voie des Wnt qui contrôle la prolifération cellulaire, la survie cellulaire, 
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l'engagement cellulaire et le processus de différenciation des MSC. Les Wnt activent une 
voie de signalisation passant par la diminution de la dégradation de la P-caténine (voie 
canonique). Cette voie inhibe la différenciation des MSC et des préadipocytes en 
adipocytes matures en inhibant la transcription de gènes importants. Lorsque cette voie est 
inhibée, les MSC sont engagées à devenir des adipocytes par une première différenciation 
en préadipocytes et une seconde étape en adipocytes matures (Christodoulides et al. 2009). 
Les préadipocytes, en présence de facteurs de croissance, vont arrêter leur prolifération en 
phase G0/G1 du cycle cellulaire et non par une inhibition de contact (Gregoire et al. 1998; 
Pairault and Green 1979). Par la suite, lorsque mis en présence d'un cocktail de 
différenciation (qui peut être composé d'AMPc, IBMX, glucocorticoïde, insuline, insulin 
growth factor (IGF-1), triiodothyronine (T3)), les préadipocytes ré-entrent dans le cycle 
cellulaire et finalement, terminent leur différenciation. En fait, les préadipocytes entrent 
dans un cycle mitotique, environ deux fois, et augmentent leur nombre d'environ quatre 
fois. Après l'expansion clonale mitotique, plusieurs nouvelles protéines nouvellement 
transcrites et traduites favoriseront la transcription d'une famille de gènes nécessaires pour 
terminer la différenciation (revue (Otto and Lane 2005)). 
L'adipogenèse est initiée par la CCAAT-enhancer-bindingprotein (C/EBPs) (3 (C/EBPP), et 
maintenue entres autres par C/EBPa et par l'activation de peroxisome proliferator-
activated receptor (PPARs) gamma (PPARy). Les C/EBPs sont des protéines qui ont la 
capacité de lier le motif CCAAT sur l'ADN et qui est retrouvé sur plusieurs promoteurs. Il 
en existe plusieurs isoformes a, P, y, 8, s, Ç (CHOP-IO). Les PPARs sont des membres de la 
famille des récepteurs nucléaires. Afin de pouvoir se lier à l'élément de réponse au PPARs 
sur l'ADN, les PPARs doivent être activés par des ligands endogènes qui sont peu connus 
ou des ligands synthétiques tels les thiazolidinediones (TZD) (pioglitazone, rosiglitazone, 
troglitazone). De plus, ils doivent s'hétérodimériser avec le récepteur au rétinoide X pour 
pouvoir se lier sur leur élément de réponse de manière optimale et ainsi stimuler la 
transcription de plusieurs gènes nécessaires à l'adipogenèse (Aranda and Pascual 2001). 
Les PPARs qui sont le plus fortement exprimés dans le tissu adipeux sont les deux 
isoformes (PPARy 1, 2) (pour une revue Tontonoz and Spiegelman 2008). Même si C/EBPa 
est requis pour la différenciation, PPARy semble être le régulateur central de l'adipogenèse 
(Rosen et al. 2002). 
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Figure 16: Différenciation des cellules précurseures en adipocytes matures (Christodoulides et 
al. 2009). 
La voie de signalisation canonique des Wnt contrôle l'engagement des cellules mesenchymales 
(MSC). L'activation des Wnt/p-caténine stimule la différenciation des MSC en myocytes et en 
ostéoblastes tout en inhibant l'engagement des MSC dans la lignée adipocytaire. La voie des Wnt 
inhibe la différenciation des préadipocytes par l'inhibition de l'expression de PPARy et C/EBPa 
deux facteurs de transcriptions centraux dans l'adipogenèse. Certains signaux pro-adipogéniques 
peuvent inhiber la voie des Wnt et directement stimuler la différenciation des préadipocytes via la 
stimulation de C/EBP8/p. De plus, PPARy et C/EBPa augmentent leur propre expression favorisant 
ainsi le maintien, de l'adipogenèse jusqu'à la différenciation terminale. 
Au cours de l'adipogenèse, les cellules vont augmenter l'expression de protéines servant à 
leurs principales fonctions, c'est-à-dire le captage, le stockage et la lipolyse. Elles vont 
également subir des changements morphologiques importants qui corrèlent avec certaines 
de leurs fonctions. L'un des changements morphologiques importants est leur taille qui est 
discutée à la section 1.5.5.5. Une autre caractéristique morphologique est l'apparition au 
cours de la différenciation de gouttelettes lipidiques. Jusqu'à récemment, ces gouttelettes 
étaient considérées uniquement comme un site de stockage de triglycérides (TG). Elles ont 
la capacité de fusionner afin de ne former qu'une seule et grosse gouttelette. Cependant, 
ces organelles semblent également jouer un rôle important. Les gouttelettes lipidiques sont 
formées d'une enveloppe composée d'une simple couche de phospholipides et de 
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cholestérol contenant majoritairement des TG, des steryl esters et en plus petite 
concentration, du diacylglycerol et des acides gras. Plusieurs protéines sont présentes à la 
surface des gouttelettes. Ces protéines confèrent une stabilité aux gouttelettes empêchant 
ainsi leur fusion. Chez les mammifères, cette stabilité est due principalement à la périlipine 
(Greenberg et al. 1991). Cette protéine a également un rôle fonctionnel puisque lorsqu'elle 
est hautement phosphorylée par la protéine kinase A, la lipase hormono-sensible (HSL) s'y 
lie et peut ainsi procéder à la lipolyse des TG (Bickel et al. 2009). La périlipine est une 
protéine, membre de la famille des animal droplet-binding proteins, partageant toutes le 
même domaine PAT. Domaine appelé ainsi en l'honneur des 3 protéines ayant ce domaine, 
la périlipine, l'adipophiline/ADRP et TIP47 (Bickel et al. 2009; Murphy et al. 2009). Des 
études protéomiques ont également permis la découverte de plusieurs protéines présentes à 
la surface des gouttelettes et impliquées dans le transport protéique via les Rab, les 
calvéolines et des protéines appartenant à d'autres organelles telles les mitochondries, le 
réticulum endoplasmique et les peroxysomes. Ces études indiquent donc qu'il existe une 
communication entre les gouttelettes lipidiques et les différentes organelles de la cellule 
(Fujimoto et al. 2008). De plus, certaines études ont montré que suite à une stimulation des 
adipocytes, les gouttelettes lipidiques ne se trouvent pas aux mêmes endroits. Par exemple, 
lorsque la lipolyse des TG est stimulée, les gouttelettes se rapprochent très près (10 nm) des 
mitochondries et du réticulum endoplasmique (Murphy et al. 2009). Bien que plusieurs 
études aient documenté la motilité et la localisation des gouttelettes lipidiques, peu de 
groupes de recherche se sont attardés à leurs rôles en condition pathologique. Dugail et 
Hadjuch (Dugail and Hajduch 2007) ont proposé que les gouttelettes lipidiques jouent un 
rôle important dans les fonctions des adipocytes en régulant l'homéostasie lipidique, mais 
aussi en régulant la sécrétion d'adipokines. 
Des données récentes ont montré que le tissu adipeu sous-cutanés contenait des adipocytes 
plus gros que les adipocytes viscéraux alors que ces derniers avaient un plus grand nombre 
de gouttelettes lipidiques. Les auteurs suggèrent que cet effet est dû à une plus grande 
sensibilité de la lipase hormono-sensible dans les adipocytes sous-cutanés et à l'insuline, 
défavorisant ainsi la lipolyse (Grohmann et al. 2005). 
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1.5.5.4 La lipotoxicité vs l'expansion du tissu adipeux 
Bien qu'un excès d'accumulation de lipides dans le tissu adipeux soit associé aux 
pathologies mentionnées plus tôt, les patients ou les souris qui n'ont pas un tissu adipeux 
fonctionnel possèdent les mêmes caractéristiques. C'est-à-dire une dyslipidémie, une 
résistance à l'insuline allant jusqu'au diabète de type 2 et des troubles cardiovasculaires 
(Seip and Trygstad 1996). Ces deux extrêmes expriment la complexité de ce tissu, car bien 
que son expansion soit corrélée aux pathologies métaboliques, elle semble aussi être 
nécessaire pour les prévenir. Un exemple qui illustre bien l'utilité du tissu adipeux est le 
cas du diabète lipoatrophique, dans lequel les patients développent un diabète suite à une 
expansion très faible du tissu adipeux (Seip and Trygstad 1996). Les équipes de Ross et al. 
(Ross et al. 1993), Moitra et al. (Moitra et al. 1998) et Shimomura et al. (Shimomura et al. 
1998) ont tous développé un modèle animal pour le diabète lipoatrophique qui montre 
clairement l'importance physiologique du tissu adipeux dans l'homéostasie du glucose et 
des lipides. Ces modèles sont caractérisés par une déficience du tissu adipeux, une 
résistance à l'insuline, une stéatose hépatique, une hyperphagie et une hypertriglycéridémie 
(Moitra et al. 1998; Ross et al. 1993). 
Lorsque le WAT n'est plus fonctionnel, les lipides circulant dans les vaisseaux sanguins 
iront se stocker dans d'autres tissus comme le foie, le muscle, le pancréas et le cœur. Cette 
accumulation de lipides dans les tissus non-adipeux induit des dommages cellulaires 
importants, phénomène appelé lipotoxicité (Schaffer 2003; Unger 1995; Virtue and Vidal -
Puig 2010). L'un des mécanismes impliqués dans la lipotoxicité est le « spillover » ou un 
débordement des acides gras qui survient lorsque le WAT atteint sa capacité maximale de 
stockage de lipides et/ou lorsque les adipocytes ne répondent plus aux stimuli favorisant la 
lipogenèse (Lelliott and Vidal-Puig 2004; Slawik and Vidal-Puig 2006). Par conséquent, 
ces lipides contribueront de manière très importante au développement du diabète de type 2 
(Figure 17) (Carpentier 2008; Carpentier 2008; Groop et al. 1991; Lewis et al. 2002). C'est 
pour cette raison qu'un tissu adipeux fonctionnel est essentiel. Par ailleurs, la sévérité de la 
lipotoxicité dépend non seulement de la quantité de lipides dans le plasma, mais également 
de la composition des lipides (saturés vs mono-insaturés vs polyinsaturés v.v céramides) 
(Guo et al. 2007; Han et al. 2008; Listenberger et al. 2003; Madsen et al. 2005; Summers 
2006). Les événements et les mécanismes précis qui induisent une lipotoxicité, c'est-à-dire 
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une redistribution des acides gras du tissu adipeux vers d'autres tissus ne sont pas encore 
élucidés. Cependant, plusieurs facteurs y contribuent tels que la diète, la dépense 
énergétique, la génétique et certaines pathologies métaboliques comme la résistance à 
l'insuline. 
Par conséquent, l'un des moyens pour prévenir la lipotoxicité serait d'augmenter la masse 
adipeuse sous-cutanée. Kim JY et al. (Kim et al. 2007) ont montré, dans un modèle animal 
d'obésité accompagnée d'une résistance à l'insuline, qu'une augmentation plus importante 
de la masse adipeuse sous-cutanée, causée notamment par la surexpression d'adiponectine 
chez des animaux déjà obèses, suffisait pour normaliser tous les paramètres métaboliques 
anormaux. Ces auteurs et d'autres suggèrent également que les bienfaits de l'expansion du 
WAT passent par l'activation de PPARy (Medina-Gomez et al. 2007) et l'augmentation de 
la sécrétion d'adiponectine de haut poids moléculaire (HPM) (Basu et al. 2007). Plusieurs 
travaux indiquent que PPARy et l'adiponectine favorisent l'accumulation des lipides dans 
le tissu adipeux sous-cutané à l'instar des tissus non-adipeux et même des tissus adipeux 
viscéraux (Laplante et al. 2003; Laplante et al. 2006). Un modèle encore plus intéressant a 
été développé par Pajvani et al. (Pajvani et al. 2005) dans lequel le tissu adipeux peut être 
perdu et regagné de manière inductible (FAT-ATTAC mouse). Ainsi, l'apoptose des 
adipocytes peut être induite par l'expression du domaine catalytique de la caspase 8. Chez 
une souris normale, la perte de son tissu adipeux n'entraîne pas de réels problèmes 
métaboliques. Par contre, la perte du tissu adipeux, chez une souris obèse, exacerbe 
plusieurs paramètres métaboliques tels qu'une augmentation de la glycémie, des 
triglycérides, une stéatose hépatique, l'intolérance au glucose et la sécrétion d'insuline par 
le pancréas. Par la suite, lorsque l'apoptose est arrêtée, les anormalités métaboliques 
reviennent à des niveaux comparables aux souris ob/ob (obèses) contrôles (Pajvani et al. 
2005; Trujillo et al. 2005). Par ailleurs, chez l'humain, il y a également des obèses 
morbides qui ne développent aucune complication métabolique et qui sont sensibles à 
l'insuline alors que d'autres sont obèses ou en surpoids et très résistants à l'insuline 
(Karelis et al. 2004; Karelis et al. 2004; Sims 2001). Cela semble indiquer que le tissu 
adipeux offre une protection contre l'obésité et le diabète de type 2 via une diminution de la 
lipotoxicité, mais qu'il existe un facteur génétique important, expliquant ainsi les 
différentes populations de patients obèses. 
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Une publication récente très intéressante a amené un nouveau concept sur le tissu adipeux. 
Ce tissu aurait une longévité d'environ 10 ans chez l'adulte et cela implique donc un 
renouvellement stable des adipocytes aux 10 ans. Par contre, en cas d'obésité, le tissu 
adipeux sous-cutané diminue son renouvellement des adipocytes de 25%, limitant son 
expansion entre l'âge de 45 et 65 ans (Spalding et al. 2008). En résumé, chaque individu 
possède une limite d'expansion du tissu adipeux qui est influencée par l'environnement et 
la génétique. 
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Figure 17: La lipotoxicité causée par une dysfonction du tissu adipeux (Virtue and Vidal-Puig 
2010). 
1.5.5.5 Petits adipocytes vs gros adipocytes 
Une des hypothèses qui est soulevée pour expliquer la perte d'expansibilité du tissu 
adipeux est la diminution de l'adipogenèse, donc la perte de formation de nouveaux petits 
adipocytes (Danforth 2000; Smith et al. 2001). Le tissu adipeux est composé de différentes 
populations d'adipocytes, de petits à de très gros adipocytes, qui n'ont pas les mêmes 
profils de sécrétion d'adipokines. En effet, plus les adipocytes sont gros, plus ils sécrètent 
des facteurs pro-inflammatoires tels que IL-6, IL-8, MCP-1 et TNF-a (Skurk et al. 2007). 
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Ces adipokines sont connues pour interférer avec la signalisation à l'insuline et favoriser un 
effet anti-adipogénique (Sethi and Vidal-Puig 2007). 
Par le passé, les scientifiques pensaient que les petits adipocytes étaient sensibles à 
l'insuline et que plus ils devenaient gros, plus ils étaient résistants à l'insuline (Bjorntorp 
2000; Lundgren et al. 2007; Olefsky 1977; Salans et al. 1973; Weyer et al. 2000; Zorad et 
al. 1997). Par contre, les études de l'équipe du Dr. Sherman semblent indiquer que les 
personnes obèses et résistantes à l'insuline ont plutôt de petits adipocytes alors que les 
personnes obèses et sensibles à l'insuline ont de plus gros adipocytes (McLaughlin et al. 
2007). Par ailleurs, la même équipe a montré que l'augmentation de petits adipocytes, dans 
le tissu adipeux sous-cutané d'obèses résistants à l'insuline, était associée à l'expression de 
gènes inflammatoires qui corrélait avec la résistance à l'insuline (McLaughlin et al. 2010). 
À l'inverse, ils ont également traité des personnes obèses ou en surpoids, résistants à 
l'insuline, avec de la pioglitazone, un des agonistes de PPARy nommé les thiazolinediones 
(TZD). Ils ont découvert que la pioglitazone augmentait le nombre de petits adipocytes 
dans le tissu adipeux sous-cutané, tout en augmentant la sensibilité à l'insuline, sans 
changer le nombre de gros adipocytes. Cela suggère donc que ces petits adipocytes 
proviennent de préadipocytes nouvellement différenciés (McLaughlin et al. 2010). 
L'observation que les gros adipocytes sont résistants à l'insuline et que les petits adipocytes 
sont sensibles à l'insuline est toujours vraie, mais des personnes résistantes à l'insuline 
peuvent avoir en plus grand nombre de petits adipocytes lorsque leur adipogenèse est 
inhibée par des cytokines sécrétées par les macrophages ou les gros adipocytes. 
Il y a trois constats qui peuvent être faits de ces résultats par rapport à l'obésité et la 
résistance à l'insuline. Premièrement, les gros adipocytes matures sécrétant des facteurs 
pro-inflammatoires importants favorisent la résistance à l'insuline du tissu adipeux en 
entier (préadipocytes, petits adipocytes et gros adipocytes), inhibant ainsi la formation de 
nouveaux adipocytes. Deuxièmement, cette résistance à l'insuline favorise la lipolyse et la 
diminution de la taille des adipocytes, ce qui pourrait expliquer l'augmentation du nombre 
de petits ou moyens adipocytes chez les individus obèses résistants à l'insuline. 
Finalement, l'ajout de nouveaux adipocytes sensibles à l'insuline aide à rétablir 
l'homéostasie énergétique du tissu adipeux. En résumé, le rôle, la régulation et les 
mécanismes impliqués dans la formation de petits adipocytes vs de gros adipocytes en lien 
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avec l'obésité et la résistance à l'insuline restent à éclaircir. Cependant, la résultante est la 
même : stimuler l'augmentation de nouveaux petits adipocytes semble être encore une voie 
thérapeutique pour diminuer les complications reliées à l'obésité et la dyslipidémie. 
1.5.6 Le SRA et le tissu adipeux 
Le SRA est très présent au niveau du tissu adipeux. En fait, toutes les composantes 
nécessaires à la formation de l'Ang II sont présentes (angiotensinogène (AGT), rénine, 
ECA) ainsi que les récepteurs ATI et AT2 (Engeli et al. 2003; Karlsson et al. 1998; 
Kershaw and Flier 2004; Schling and Loffler 2001). Il a même été montré qu'après le foie, 
le tissu adipeux blanc est la source majeure d'angiotensinogène (Massiera et al. 2001). De 
plus, chez un patient obèse et hypertendu, la production d'Ang II locale est augmentée. 
L'Ang II produite dans le tissu adipeux favorise l'activation des récepteurs à l'Ang II 
locaux (sur les adipocytes), indépendamment des niveaux d'Ang II circulante. De plus, la 
suralimentation mène à l'augmentation de l'activité du SRA local, notamment par une 
augmentation de la synthèse d'angiotensinogène (Frederich et al. 1992). Plusieurs études 
ont aussi montré que les récepteurs ATI et AT2 ont des rôles à jouer sur la croissance 
cellulaire et la différenciation des adipocytes. En effet, les souris n'ayant pas l'ECA, donc 
n'ayant pas d'Ang II, ont une diminution de la masse adipeuse, une augmentation de la 
dépense énergétique et une amélioration de la tolérance au glucose (Jayasooriya et al. 
2008). 
De plus, chez plusieurs espèces de rongeurs, une perte de poids chez des animaux obèses 
diminue l'activité du SRA comme chez l'humain (Engeli et al. 2005; Harp et al. 2002; 
Yasue et al. 2010). En particulier l'AGT, dont l'expression est hautement favorisée par les 
NEFA (Safonova et al. 1997), des agents qui diminuent la sensibilité à l'insuline comme le 
TNFa (Aubert et al. 1998; Le Lay et al. 2001) et la prise alimentaire (Frederich et al. 1992; 
Yasue et al. 2010). De la même manière, plusieurs études ont montré que l'Ang II, via le R-
AT1, augmentait la sécrétion et l'expression de cytokines pro-inflammatoires telles que 
TNF-a, IL-6 et MCP-1 dans le WAT (Kouyama et al. 2005; Massiera et al. 2001) et 
d'autres tissus comme le pancréas (Chehl et al. 2009). Récemment, une étude a également 
montré, dans les cellules 3T3-L1, que l'Ang II augmentait la sécrétion de MCP-1 via une 
sensibilisation de la signalisation médiée par TNF-a. 
45 
Aucune étude n'a jusqu'à maintenant confirmé avec certitude un rôle fonctionnel direct du 
R-AT2 sur les adipocytes matures. Les seules informations sur l'action de ce récepteur 
proviennent des modèles de souris déficientes pour le R-AT2, indirectement par 
l'utilisation d'ARB ou encore l'utilisation d'un antagoniste, le PD123319. Les études 
d'Yvan-Charvet (Iwai et al. 2009; Yvan-Charvet et al. 2005; Yvan-Charvet et al. 2006; 
Yvan-Charvet et al. 2008) ont bien montré que le R-AT2 avait un rôle à jouer dans le 
développement du tissu adipeux. Ces études ont montré que les souris déficientes pour le 
R-AT2 avaient une masse adipeuse réduite, une activité lipolytique élevée et une oxydation 
des substrats énergétiques plus élevée au niveau du muscle squelettique. Par ailleurs, ces 
souris sont protégées contre l'augmentation de la masse adipeuse par une diète riche en 
gras. De plus, les souris n'ayant pas le R-AT2 ont un captage de glucose diminué dans leur 
tissu adipeux après un traitement à l'insuline, mais pas dans différents muscles 
squelettiques (Shiuchi et al. 2004). Iwai et al. (Iwai et al. 2009) ont également étudié le 
tissu adipeux de souris déficientes pour le R-AT2 mais en partant de souris déficientes 
aussi pour le gène d'ApoE ce qui induit l'arthérosclérose. Chez ses souris, ils ont observé 
que l'absence du R-AT2 diminuait l'expression de protéines pro-adipogéniques ce qui 
résultait avec une diminution de la différenciation et une dysfonction des adipocytes. Il 
semble donc que ce récepteur soit important pour le développement du tissu adipeux et son 
fonctionnement (Figure 18). 
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Figure 18: Actions des récepteurs de l'angiotensine II dans le tissu adipeux (Iwai and 
Horiuchi 2009). 
Rôles des R-ATl et AT2 sur les fonctions adipocytaires. Dans le tissu adipeux, la stimulation du R-
AT1 augmente à court terme la lipolyse. À long terme, le R-ATl diminue la différenciation des 
préadipocytes, augmente l'hypertrophie des adipocytes et augmente la résistance à l'insuline. Le R-
AT2 tend à contrecarrer les effets du R-ATl. Abréviations: FFA, free fatty acid-, C/EBP, CCAAT-
enhancer-binding proteiir, PPARy, peroxisome proliferator activated receptor gamma; aP2/FABP4, 
fatty acid bindingprotein 4. 
1.5.7 Le SRA et l'adipogenèse 
Plusieurs études ont proposé que l'Ang II pourrait agir comme facteur trophique dans le 
développement du WAT, puisque les composantes du SRA sont modifiées par la diète et la 
masse adipeuse (Boustany et al. 2005; Hainault et al. 2002; Saint-Marc et al. 2001). Ainsi, 
le SRA aurait un rôle à jouer dans l'adipogenèse, c'est-à-dire la croissance et la 
différenciation des préadipocytes. En effet, l'Ang II exerce une action au niveau du cycle 
cellulaire des préadipocytes. Crandall et al. (Crandall et al. 1999) ont montré que l'Ang II, 
via le R-ATl, augmente l'expression d'ARNm de la cycline Dl, qui est nécessaire à 
l'entrée en phase G1 du cycle cellulaire des préadipocytes humains. Par conséquent, 
puisque l'expansion clonale est nécessaire à la différenciation terminale des préadipocytes, 
les auteurs concluent que l'Ang II aurait une incidence sur la différenciation. Bien que 
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l'Ang II sécrétée en périphérie et/ou par le WAT puisse contribuer à la régulation du 
métabolisme énergétique du WAT, l'Ang II semble avoir des effets contradictoires selon 
les modèles de différenciation des adipocytes utilisés. Certaines études ont montré que 
l'Ang II inhibe (Janke et al. 2002; Massiera et al. 2001; Matsushita et al. 2006) et d'autres 
que l'Ang II stimule la différenciation des adipocytes (Darimont et al. 1994; Saint-Marc et 
al. 2001). 
Plusieurs études ont utilisé les ARB pour observer les effets associés au R-AT1. En effet, 
l'utilisation d'ARB inhibe le R-AT1, mais il est à noter également que cette inhibition 
entraîne aussi l'augmentation de la disponibilité de l'Ang II pour stimuler le R-AT2, un 
facteur qui est souvent négligé dans l'interprétation des résultats. Grâce à l'utilisation 
d'ARB, l'équipe de Sharma a émis une hypothèse très intéressante à propos du rôle du R-
AT1 dans le tissu adipeux (Janke et al. 2006; Sharma et al. 2002). En fait, ils ont observé 
que l'Ang II sécrétée par les adipocytes matures inhibait la différenciation des 
préadipocytes via le R-AT1 (Janke et al. 2002), ce qui diminuerait l'expansion du tissu 
adipeux (Figure 19). Par contre, d'autres études viennent contredire cette hypothèse, 
notamment celle de Mastushita et al. (Matsushita et al. 2006). Par l'utilisation d'un modèle 
d'adipocytes dérivés de cellules souches mésenchymales humaines (hMSC), cette étude a 
montré qu'un traitement à l'Ang II inhibait plutôt l'adipogenèse par le R-AT2 et qu'un 
antagoniste du R-AT2 restaurait l'adipogenèse (Matsushita et al. 2006). Suite à ces 
résultats, Mogi et al. (Mogi et al. 2006) ont proposé le R-AT1 et le R-AT2 pouvaient avoir 
des rôles différents selon le modèle d'adipocytes : des adipocytes dérivés de cellules 
souches mesenchymales humaines ou des préadipocytes, tout deux étant des cellules 
précurseures des adipocytes. Une fois de plus, ces contradictions illustrent bien que le rôle 
de l'Ang II dans l'adipogenèse est encore loin d'être éclairci mais des études récentes ont 
révélé quelques pistes très intéressantes. 
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Figure 19: Rôles des R-AT1 et R-AT2 sur la différenciation des préadipocytes (Engeli et al. 
2003) 
A) Lipotoxicité causée par l'activation du R-AT1 via l'augmentation de la production d'Ang II par 
les gros adipocytes résistants à l'insuline causant ainsi l'inhibition de la différenciation des 
préadipocytes. B) Le blocage de la formation d'Ang II ou du R-AT1 augmente la différenciation 
des préadipocytes permettant ainsi l'augmentation du captage de lipides à l'intérieur de nouveaux 
petits adipocytes sensibles à l'insuline. 
L'un des mécanismes potentiels par lequel l'Ang II induirait l'adipogenèse est 
l'augmentation de l'activité et de l'expression de PPARy, une protéine clef dans 
l'adipogenèse, par le R-AT2. En effet, en 2005, Zhao et al. (Zhao et al. 2005) ont montré 
que l'Ang II augmente l'expression de PPARy, notamment PPARy2, via le R-AT2, et 
également l'activité de PPARy dans une lignée neuronale (PC12W). La même année, 
l'équipe de Yvan-Charvet a montré qu'une délétion du R-AT2 chez des souris C57BL/6 
diminuait la masse adipeuse (Yvan-Charvet et al. 2005; Yvan-Charvet et al. 2006). Les 
auteurs font mention que cette perte de masse adipeuse serait potentiellement liée à une 
diminution de l'expression de PPARy qu'ils ont observée dans leurs études. Par la suite, la 
même équipe a montré que l'adipogenèse induite par la surexpression d'angiotensinogène 
dans le tissu adipeux était inhibée par la délétion du R-AT2 et, par conséquent, qu'une 
inhibition du R-AT2 pourrait potentiellement traiter l'obésité (Yvan-Charvet et al. 2008). 
Ces résultats ont été reproduits par le groupe de Horiuchi (Iwai et al. 2009), mais les 
auteurs en arrivent à une conclusion différente. Ils suggèrent plutôt que le R-AT2 semble 
être nécessaire pour la différenciation et le nombre d'adipocytes. En effet, ils ont montré 
qu'une délétion du R-AT2, chez des souris arthérosclérotiques non-obèses, entraîne une 
diminution de l'expression de marqueurs de différenciation tels que PPARy, C/EBPa, P, 
aP2/FABP4 (un transporteur d'acide gras), et de la masse adipeuse (Iwai et al. 2009). Par 
conséquent, l'activation du R-AT2 pourrait avoir des effets bénéfiques sur la physiologie 
du tissu adipeux. De plus, des articles récents montrent que l'Ang II, via le R-AT2, peut 
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contrôler l'activité de PPARy sans changer son expression (Fuentes et al. 2010) et contrôler 
l'expression de certains gènes tel celui de l'adiponectine (Clasen et al. 2005). 
À l'inverse, l'utilisation d'ARB non-activateur de PPARy diminue l'adipogenèse induite 
par l'Ang II par une diminution de l'expression et de l'activité de PPARy (Janke et al. 
2006; Tomono et al. 2008; Zorad et al. 2006). Il est intéressant d'observer que les ARB 
activateur de PPARy ne possèdent pas les effets néfastes des TZD tels la prise de poids et 
l'oedème (Miura et al. 2005). De plus, Ren et al. (Ren et al. 2010) ont montré que chez des 
rats présentant une hypercholestérolémie, induite par une diète riche en cholestérol, qu'un 
traitement à la rosiglitazone (TZD) ou à l'irbesartan (ARB-activateur de PPARy) diminuait 
l'hypercholestérolémie. En plus, ces traitements diminuaient également l'expression du R-
AT1 induite par la diète et augmentaient l'expression du R-AT2 dans le myocarde, ce qui 
suggère un rôle potentiel du R-AT2 dans le maintien du métabolisme lipidique (Ren et al. 
2010). Par ailleurs, PPARy peut aussi réguler certains gènes du SRA (Imayama et al. 2006). 
En effet, la pioglitazone diminue les concentrations plasmatiques d'Ang II chez des patients 
souffrant du diabète de type 2 (Saiki et al. 2010). 
De plus, Jones et al. (Jones et al. 1997), ont montré que l'Ang II, via le R-AT2 dans les 
3T3-L1, induisait une augmentation de l'activité de la fatty acid synthase (FAS) et de la 
glycerol-3-phosphate déhydrogénase (GPDH), deux enzymes clés dans la lipogenèse et la 
glycolyse. D'autres études ont également observé, grâce à l'utilisation d'ARB, que l'Ang II 
peut inhiber la différenciation des adipocytes via le R-AT1 dans des modèles in vitro et in 
vivo (Iwai et al. 2007; Janke et al. 2002; Schling and Loffler 2001; Tian et al. 2010; 
Tomono et al. 2008). Par exemple, Zorad et al. (Zorad et al. 2006) ont montré de manière 
élégante que l'inhibition du R-AT1, par un ARB, diminuait la taille des adipocytes, 
l'expression de TNF-a et de la rénine, et augmentait l'expression de PPARy, de la FAS, de 
l'adiponectine et l'expression du R-AT2. Dans le même sens, Sui et al. (Sui et al. 2009) ont 
montré que l'inhibition de l'Ang II, avec un iECA, augmentait l'expression du R-AT2, de 
PPARy et diminuait l'expression du R-AT1 et de TNF-a dans le tissu adipeux. Cela 
suggère donc qu'une augmentation de l'activité du R-AT2 augmenterait l'adipogenèse. 
Ainsi, l'Ang II aurait un rôle à jouer dans l'adipogenèse, mais ses effets sembleraient 
dépendre du type de récepteur activé ou du rapport d'expression des R-AT1/R-AT2. 
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En résumé, le R-AT1 semble augmenter la prolifération des préadipocytes tout en inhibant 
leur différentiation alors que le R-AT2 semble stimuler la différenciation des préadipocytes 
en adipocytes matures et fonctionnels. De plus, plusieurs de ces études suggèrent que le R-
AT1 et le R-AT2 auraient des actions opposées sur PPARy. L'activation du R-AT2 
augmenterait l'expression et l'activité du PPARy, afin de stimuler la formation de 
nouveaux petits adipocytes (Figure 20) (Lenz and Fornoni 2008). 
Figure 20: Schéma illustrant les rôles potentiels des R-AT1 et R-AT2 via la régulation de 
l'activité de PPARy dans le tissu adipeux (Lenz and Fornoni 2008). 
L'activation du R-AT2 augmenterait l'activité de PPARy, ce qui augmenterait la différenciation des 
préadipocytes et le nombre de petits adipocytes sécrétant des adipokines sensibilisateur de l'insuline 
tel l'adiponectine. A l'inverse, l'activation du R-AT1 diminuerait l'activité de PPARy, ce qui 
résulterait en une hypertrophie des adipocytes et une sécrétion d'adipokines pro-inflammatoires tel 
que TNF-a, MCP-1 et PAI-1. Une fois sécrétées, les adipokines exerceront leurs actions sur 
différents tissus tels que le muscle squelettique, le foie, le pancréas, les cellules endothéliales 
vasculaires, le cœur et le rein. Les actions représentées sur la figure correspondent aux actions des 
petits adipocytes et de l'adiponectine. TNF-a, tumor necrosis factor-l\ MCP-1, monocyte 
chemoattractant protein-1 et PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1. 
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II-Problématique et Objectifs du projet de recherche 
L'obésité et la résistance à l'insuline sont toutes deux des pathologies métaboliques très 
répandues dans notre société occidentale. La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques 
pour prévenir ou traiter ces pathologies est d'une importance vitale sachant que l'incidence 
de celles-ci va en grandissant. Afin de trouver des cibles potentielles, nous devons d'abord 
comprendre et identifier les mécanismes impliqués dans l'obésité et la résistance à 
l'insuline. L'un des mécanismes qui contribue à ces perturbations métaboliques est la 
suractivation du R-AT1 par l'Ang II. Des retombées intéressantes pourraient être 
envisagées sachant que le R-AT2 peut s'opposer aux actions du R-AT1. Cependant, les 
études actuelles n'ont pas permis, jusqu'ici, d'éclaircir les mécanismes associés au R-AT2 
dans ces pathologies. 
2.1 Caractérisation d'un nouveau modèle cellulaire d'adipocytes pour 
étudier le SRA 
Les R-AT1 et R-AT2 ont déjà été caractérisés, en partie, dans certains modèles cellulaires 
d'adipocytes tels que les cellules 3T3-L1 (lignée cellulaire), les adipocytes dérivés de 
cellules souches mesenchymal humaines (hMSCs) ou encore dans les cultures primaires de 
préadipocytes humain. Cependant, ces cultures ne permettent pas de caractériser facilement 
les effets associés au tissu adipeux sous-cutané de ceux associés au tissu adipeux viscéral. 
En effet, les cellules 3T3-L1 ont été isolées à partir de préadipocytes de souris provenant 
d'un tissu adipeux qui n'est pas précisé. Dans le même ordre d'idées, obtenir des tissus 
adipeux sous-cutanés et viscéraux humains pour isoler les préadipocytes est difficile, tant 
par l'accessibilité du matériel que par la faible quantité recueillie pour certains types de 
tissus adipeux et les cellules hMSCs commerciales proviennent généralement de tissu 
adipeux sous-cutané. Par conséquent, afin d'étudier les différences moléculaires et 
physiologiques entre les tissus adipeux sous-cutané et viscéral, le choix des cultures 
primaires de préadipocytes de rats s'est avéré plus logique. Par contre, la caractérisation des 
récepteurs à l'angiotensine II de type 1 (R-AT1) et 2 (R-AT2) au cours de la différenciation 
des préadipocytes de rats n'a pas été montrée dans la littérature jusqu'ici. L'une des raisons 
qui expliquent la difficulté d'étudier le R-AT2 est sa faible expression dans la plupart des 
52 
tissus métaboliques et les adipocytes n'y échappent pas. En effet, plusieurs études ont 
rapporté la présence ou l'absence d'expression du R-AT2 dans les différents modèles 
d'adipocytes. 
2.2 Le rôle du R-AT2 dans la différenciation des préadipocytes 
Plusieurs études ont suggéré que le R-AT2 pourrait intervenir dans la différenciation des 
cellules précurseures adipocytaires. L'une des protéines importantes dans le processus de 
différenciation des préadipocytes est PPARy. Par ailleurs, quelques études ont suggéré que 
le R-AT2 pouvait influencer l'expression de PPARy2, principale isoforme présente dans le 
tissu adipeux (Zhao et al. 2005).. Ces résultats et ceux obtenus par d'autres équipes (Janke 
et al. 2002);(Lee et al. 2008) ont donc mené à l'hypothèse que le R-AT1 et le R-AT2 
auraient des rôles opposés sur PPARy (Lenz and Fornoni 2008). 
Par conséquent, nos objectifs étaient, en premier lieu, de caractériser les R-AT1 et R-AT2 
dans un nouveau modèle de culture de préadipocytes de rats; dans un deuxième temps, de 
vérifier l'action du R-AT2 sur la différenciation des préadipocytes; puis d'étudier le rôle du 
R-AT2 sur l'expression de PPARy au cours de la différenciation; et finalement de 
déterminer si le R-AT2 pouvait jouer un rôle sur l'action principale des adipocytes, i.e. 
l'accumulation de lipides. 
2.3 Validation d'un modèle animal de résistance à l'insuline induit par 
une diète HFHF 
L'utilisation d'une diète hypercalorique pour induire une résistance à l'insuline a été 
largement utilisée dans la littérature, afin d'étudier la physiopathologie de la résistance à 
l'insuline. Cependant, plusieurs diètes ont été développées. Nous avons utilisé la diète riche 
en lipides et en fructose (High Fat high Fructose diet) développée par l'équipe de Dr. 
Carpentier, en collaboration avec Harlan Inc., puisqu'elle représente l'équivalent d'une 
consommation quotidienne de « fast food » par un humain. De plus, l'approche diététique 
est plus représentative de la réalité humaine que les modèles animaux génétiques de diabète 
et d'obésité. Le modèle animal que Dr. Carpentier a utilisé pour ses études comprenait non 
seulement une diète HFHF de 6 semaines, mais également une injection de streptozotocine 
(STZ) afin d'affaiblir le pancréas et créer un état diabétique. Par contre, nous voulions 
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seulement étudier la résistance à l'insuline. Cette diète seule, pendant 6 semaines, était-elle 
suffisante pour induire une résistance à l'insuline? Cela n'avait pas été vérifié auparavant. 
2.4 Le R-AT2 et la résistance à l'insuline: mythe ou réalité? 
Plusieurs études ont montré que les bloqueurs du R-AT1 (ARB) pouvaient augmenter la 
sensibilité à l'insuline dans des modèles animaux métaboliques de résistance à l'insuline 
génétique ou soumis à une diète hypercalorique. Une des hypothèses proposées dans la 
littérature est que l'action des ARB serait due, d'une part, à l'inhibition du R-AT1 et 
d'autre part à l'augmentation de la disponibilité de l'Ang II libre pour activer le R-AT2. 
Cependant, sans agoniste sélectif pour le R-AT2, cette hypothèse est difficile à valider. 
Ainsi, à l'aide du composé 21, maintenant appelé le M24, nous avons voulu vérifier si le R-
AT2 avait bel et bien un rôle à jouer sur la résistance à l'insuline dans un modèle animal 
soumis à une diète riche en gras et en sucre (HFHF). 
2.5 Rôle du R-AT2 dans la physiologie du tissu adipeux 
Dans le même modèle animal, nous avons étudié le rôle du R-AT2 sur la physiologie du 
tissu adipeux puisque ce récepteur pourrait avoir un rôle à jouer dans l'adipogenèse (voir 
objectif 2.1). Ainsi, nous avions pour objectif d'effectuer des analyses histologiques nous 
permettant entre autres d'évaluer la morphologie des cellules et la structure de divers tissus. 
En effet, une résistance à l'insuline et une diète HFHF provoquent plusieurs changements 
comme une augmentation de la masse adipeuse. Cette augmentation de la masse adipeuse 
est une adaptation métabolique à un surplus énergétique et une protection contre la 
lipotoxicité jusqu'à ce que la physiologie (fonctions et différenciation) des adipocytes soit 
perturbée. Plusieurs groupes tentent par diverses approches de renverser ces perturbations 
tissulaires. De plus, comme expliqué à la section 1.5.5.1, le stockage de lipides dans le tissu 
adipeux viscéral est corrélé avec plusieurs pathologies métaboliques et cardiovasculaires 
contrairement à une accumulation dans le tissu adipeux sous-cutané. Ainsi, nous avions 
pour objectif d'étudier différents dépôts de tissus adipeux afin de déterminer si le R-AT2 
avait un rôle à jouer dans la redistribution de l'accumulation des lipides en faveur du tissu 
adipeux sous-cutané. 
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Par conséquent, nos objectifs étaient, en premier lieu, de vérifier l'effet de la diète HFHF 
dans notre modèle animal; dans un deuxième temps, de déterminer le rôle du R-AT2 sur la 
résistance à l'insuline induite par une diète HFHF; et finalement, de vérifier l'action du R-
AT2 sur la physiologie du tissu adipeux. 
Ainsi, nous avons émis l'hypothèse que le R-AT2 diminue la résistance à l'insuline et la 
lipotoxicité en augmentant l'expansion du tissu adipeux via la stimulation de l'adipogenèse. 
Activation du R-AT2 
4 
t Différenciation des adipocytes et de l'adipogenèse 
t l'expandabilitè du tissu adipeux 
4 lipotoxicité 
4 La résistance à l'insuline 
Rôle du R-AT2? 
Précoce Terminé En cours 
Préadipocytes Adipocytes matures Cellules souches 
Figure 21: Hypothèse du rôle du R-AT2 dans la physiologie du tissu adipeux et ses 
conséquences 
Notre hypothèse est que le R-AT2 diminue la résistance à l'insuline et la lipotoxicité en augmentant 
l'expansion du tissu adipeux via l'augmentation de l'adipogenèse. 
55 
III-Matériel et Méthodes 
3.1 Matériel utilisé 
Le matériel utilisé provient des sources suivantes : milieu DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle Médium) et FBS (sérum foetal bovin) de Invitrogen Life technologies (Burlington, 
ON, Canada); Ang II, PD123319, IGEPAL, CHAPS, et les solutions de formaldehyde 37%, 
Ba(OH)2 (0.3 N) et ZnS04 (0.3 N) de Sigma Chemical Co (St-Louis, MO, USA) Losartan 
potassium de LKT laboratories (St-Paul, MN, USA); inhibiteur de protéases et membrane 
PVDF (fluorure de polyvinylidène) de Roche (Montréal, QC, Canada); ECL (enhanced 
chemiluminescent) et Hyperfilm de GE Healthcare (Baie d'Urfe, QC, Canada); anti-AT2R, 
anti-ATIR, anti-PPARy, anti-aP2 et anti-goat-HRP de Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA); 
Tampon de lyse RIPA 10X, anti-mouse-HRP et anti-rabbit-HRP de New England Biolabs 
(Beverly, MA, USA); AdipoRed de Lonza (Portsmouth, NH, USA); Pétri 35 mm, 60 mm 
et 100 mm et ITS (insulin 5 |ig/mL; holo-tranferrine 5 ng/mL et sélénium 5ng/ml) de BD 
Biosciences (Bedford, MA USA); Baxedin, Chlorexidine (antiseptique) de CDMV 
(Darmouth, NS, Canada); Fil de suture : Plain Gut 4-0 et Monosof 5-0 (Syneture) de Tyco 
Healthcare Group (Covidien) (Baie d'Urfe, QC, Canada); Pompe à seringue : Pump 33 de 
Havard Apparatus (Holliston, MA, USA); Glucose, D-[I4C(U)] (Perkin-Elmer, Waltham, 
MA, USA). MD2G et PAX2 sont un don du Dr. Nicolas Gévry de l'Université Sherbrooke 
(Sherbrooke, QC, Canada). Tous les autres produits sont d'une pureté de grade A. 
3.2 Culture primaire de préadipocytes de rats 
Tous les protocoles animaux ont été approuvés par la Comité d'Éthique Animale de la 
faculté de médecine de l'Université de Sherbrooke en accord avec les lignes directrices du 
Conseil Canadien sur la Protection des Animaux. Des rats Wistar mâles de 8 à 12 semaines 
d'âge ont été obtenus de Charles River (QC, Canada). Les tissus adipeux retropéritonéal et 
sous-cutané glutéo-fémoral ont été prélevés aseptiquement et la partie stromale vasculaire 
fut isolée par une digestion à la collagénase comme décrit précédemment (Hausman et al. 
2008). Brièvement, le tissu adipeux a été découpé en petits morceaux avec un scalpel et des 
ciseaux stériles. Ces morceaux ont été incubés avec une solution de collagénase de type 1 
(5000 unités/ml) pendant 60-90 min sur un agitateur rotatif à 37°C. Les cellules ont été 
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centrifugées à 50 x g pendant 10 min pour séparer les adipocytes flottants des cellules de la 
partie stromale vasculaire. Le produit de digestion a été filtré avec un filtre de 250 (j.m, 
centrifugé à 200 x g pendant 10 min, lavé avec 15 ml de DMEM/F12 + 10% FBS et filtré 
sur un filtre de 20 |im pour enlever les tissus non-digérés et les agrégats de cellules. Les 
cellules isolées ont été centrifugées à 250 x g pendant 10 min pour séparer les débris des 
cellules de la partie stromale vasculaire. Par la suite, les cellules ont été comptées à l'aide 
d'un compteur de cellules (Invitrogen, Countess® Automated Cell Counter, Burlington, 
ON, Canada). Finalement, les cellules de la partie stromale vasculaire ont été ensemencées 
dans des boites de Pétri, dont la taille varie en fonction des expériences, à une densité de 
1.5 X 104 cellules/cm2 dans du DMEM/F12 + 10% FBS. Après 48h, le milieu a été changé 
pour le milieu de différenciation composé de DMEM/F12 sans sérum mais contenant de la 
triiodothyronine, 2 nM (T3, Sigma, T5516); de l'insuline, 872 nM; de la transferrine, 65 
|iM; et du sélénite de sodium, 5 ng/mL (ITS solutions stock, BD Biosciences, Bedford, 
MA, 354351). Les cellules ont été cultivées à 37°C avec une atmosphère à 5% de CO2. Le 
milieu a été changé à chaque 2 jours. Les stimulations ont commencé à partir du jour 0 de 
différenciation et les cellules ont été stimulées à chaque 2 jours au même moment que les 
changements de milieu. De plus, ces cellules sont très fragiles lorsqu'elles sont exposées à 
l'air. Ainsi, nous n'avons pas enlevé plus de 70% du milieu de culture lors des 
changements de milieu et nous avons ajouté l'équivalent du volume enlevé. 
Jour -2 Jour 0 Jour 6 Jour 12 
I 1 1 1 • 
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Cocktail de différenciation : Insuline, Transferrine, 
Selenite de sodium, T3 
Figure 22 : Processus de différenciation des cultures primaires de préadipocytes de rats 
3.3.1 Analyses de microscopie 
Pour déterminer si le R-AT2 influençait la morphologie des préadipocytes et des adipocytes 
nous avons observés leurs morphologies au microscope Leica DMLII avec un objectif de 
20X et les photos ont été prises avec l'appareil photo Nikon P6000. Les images ont été 
analysées avec un logiciel construit à partir de Metamorph software par le Prof. Marcel D. 
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Payet. L'analyse des données a permis de déterminer le pourcentage de cellules ayant de 
grosses ou de moyennes gouttelettes lipidiques. 
3.2.2 Analyses Western 
Le processus de différenciation des préadipocytes en adipocytes matures a été effectué dans 
des boîtes de Pétri de 60 mm, avec ou sans traitement. Le dernier jour de l'expérimentation, 
les cellules ont été lavées rapidement avec du phosphate buffered saline (PBS) IX froid 
pour arrêter la stimulation. Puis les cellules ont été grattées dans 75 (j.1 de tampon 
d'extraction (tampon de lyse RIPA IX et des inhibiteurs de protéases de Roche. Les 
protéines extraites ont été dosées à l'aide de l'ensemble de dosage protéique DC (No. 500-
0111, BioRad) selon les indications du fabricant. Cette méthode est adaptée de la méthode 
de quantification protéique de Lowry et al. (1951). Les protéines (15-20 |ig) sont ensuite 
séparées sur gel de polyacrylamide 10% et transférées sur membrane de PVDF ou 
nitrocellulose selon les anticorps primaires utilisés. L'expression des protéines d'intérêt a 
ensuite été détectée à l'aide d'anticorps primaires spécifiques dirigés contre le R-AT2 
(1 :500, toute la nuit, 4°C), R-AT1 (1 :500, toute la nuit, 4°C), PPARy (1 :1000, toute la 
nuit, 4°C), aP2 (1 :4000, toute la nuit, 4°C). La détection des anticorps primaires se fait 
avec un second anticorps couplé à la HRP (horseradish peroxidase). Ce second anticorps 
doit être spécifique pour l'espèce animale chez lequel l'anticorps primaire a été fabriqué. 
Par la suite, la révélation de l'expression protéique a été effectuée à l'aide du système ECL. 
Toutes les expressions des anticorps ont été normalisées sur l'expression de la p-actine 
(1 :2000, toute la nuit, 4°C). 
3.2.3 Mesure de l'expression d'ARNm 
La différenciation des préadipocytes a été effectuée dans des boîtes de Pétri de 60 mm. Le 
milieu des cellules a été enlevé et 1.5 mL de TriReagent de MRC a été ajouté au Pétri et 
manipulé selon les recommandations du manufacturier. La concentration d'ARN a été 
mesurée avec la plaque NanoQuant de l'appareil Tecan. Ensuite, une réaction de 
transcription inverse (RT) a été effectuée. L'ARN total (2 |ig) a été dénaturé à 70 °C 
pendant 10 min en présence de 0.5 (j.g oligo(dT)12-18 (Promega Corp., Madison, WI) et 
l'ARN a été retranscrit en ADN complémentaire (ADNc) avec la Supercript II (Invitrogen) 
à 42 °C pour 60 min dans 20 pi de tampon RT lx (50 mM Tris-HCl (ph 8.3), 75 mM KC1, 
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3 mM MgCl2) (Invitrogen), 10 mM dithiothreitol (DTT) et 500 |iM deoxy-dNTPs 
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)). 
Tableau 1 : Amorces PCR utilisées 
Gènes 
(Rats) 
Séquences d'amorces 
Forward (F) (5'-3'), reverse (R) (5'-3') 
Longueur des Amplicons 
Paires de bases (bp) 
AGTR2 (F) GGTCTGCTGGGATTGCCTTAATG 142 
(R) ACTTGGTCACGGGTAATTCTGTTC 
AGTR1A (F) CCCTACCCTCTACAGCATCATC 121 
(R) GGCGAGATTGAGAAGAAAGACG 
ACTB 
(P-Actin) 
Paire d'amorces Qiagen 145 
Par la suite, un PCR classique ou un PCR en temps réel ont été effectués. Un volume de 1 
jxl fut ajouté à la réaction de PCR qui a été effectuée avec la Taq polymérase de New 
England Biolabs (Beverly, MA, USA) selon la procédure du manufacturier. Les amorces 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) ont été construites avec le logiciel Beacon 
Designer software (PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA) (Tableau 1). 
L'amplification par PCR a été initiée avec 1 cycle à 94 °C pendant 3 min pour dénaturer 
l'ADNc, suivi par 40 cycles divisés en segment (94 °C pour 30 s, 61.8 °C pour 30 s et 72°C 
pour 30 s) et une extension finale à 72°C pour 5 min. Une procédure semblable fut utilisée 
pour le PCR en temps réel. Un volume de 0.5 ni a été ajouté à la réaction de PCR qui a été 
effectuée avec iQ SYBR GreenSupermix (Bio-Rad Laboratories) et l'appareil iCycler iQ 
Détection System. L'amplification par PCR a été initiée avec 1 cycle à 94 °C pendant 3 min 
pour dénaturer l'ADNc, suivi par 40 cycles divisés en segment (94 °C pour 30 s, 61.8 °C 
pour 30 s et 72°C pour 30 s) et une extension finale à 72°C pour 5 min. Les produits de 
PCR (5-15 (il) ont été analysés sur un gel d'agarose 2% avec tampon TAE IX et visualisés 
par un marquage au bromure d'éthidium. Des contrôles négatifs (RT sans ARN) ont 
également été faits pour déterminer des contaminations potentielles avec de l'ADN 
génomique. 
3.2.4 Mesure de l'accumulation de lipides 
L'accumulation de lipides a été mesurée par AdipoRed. Ce produit est composé de Rouge 
de Nil qui est un produit qui émet de la fluorescence en milieu hydrophobe. Lorsqu'il est 
59 
mis en présence d'adipocytes, le Rouge de Nil pénètre dans les cellules contenant des 
lipides, donc milieu hydrophobe, et émet de la fluorescence proportionnellement à la 
quantité de lipides contenus dans l'adipocyte. Les préadipocytes en cours de différenciation 
ont été cultivés jusqu'au jour 12 dans des plaques de 24 puits noires Krystal de Porvair 
Sciences Limited (Discovery Scientific Inc, Vancouver, BC, Canada). Par la suite, les 
cellules ont été lavées 2 fois avec du PBS IX à 37°C. Ensuite, 30 (il d'AdipoRed ont été 
ajoutés à chaque puits et la plaque a été agitée légèrement. Puis la plaque a été placée dans 
un fluorimètre à lecteur de plaque, Infinité® 200 PRO NanoQuant (Tecan US Inc., 
Durham, NC, USA) à 37°C pendant 10 min avant de débuter l'analyse. 
3.2.5 Abolition de l'expression du R-AT2 
L'abolition de l'expression du R-AT2 dans les préadipocytes a été effectuée par la 
transmission d'une construction stable d'un shARN (small hairpin RNA) par un lentivirus. 
Les shARN sont utilisés pour réprimer l'expression d'un gène par la méthode 
d'interférence par l'ARN. Cet ADN interférant cible l'ARNm d'un gène cible et provoque 
sa dégradation (Figure 23). Cette méthode est avantageuse puisque le shARN est introduit 
dans le génome de la cellule et peut être transmis aux cellules filles, ce qui permet une 
répression du gène cible à long terme. La première étape est l'infection des cellules par les 
virus exprimant le vecteur d'intérêt. A la suite de cette étape, l'ARN viral est transcrit en 
ADNc par une transcriptase inverse, puis l'ADNc formé est transporté au noyau et intégré à 
l'ADN génomique. La cellule peut ensuite transcrire l'ADNc en shARN à l'aide de la 
polymérase III et celui-ci est transporté au cytoplasme afin de se lier à la protéine Dicer. 
Cette endoribonucléase coupe la boucle du shARN et forme ainsi un petit ARN double brin 
ou siARN. Le siARN formé s'associe au complexe protéique RISC (RNA-induced silencing 
complex) et la dissociation du brin sens du double brin d'ARN active le complexe. Le 
complexe RISC actif est alors capable de se lier spécifiquement à l'ARN messager du gène 
cible qui lui est complémentaire. Une fois lié, le complexe clive l'ARNm, ce qui provoque 
la dégradation de celui-ci. Ainsi, l'expression protéique d'un gène cible est diminuée 
puisque l'expression de l'ARNm de ce gène est également diminuée. 
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Figure 23 : Mécanisme d'action des shARN par infection lentivirale (Santa Cruz, 2010). 
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Deux constructions de shAT2R (A) (TRCN0000027316 NM_007429.2-956slcl) 
(séquence : 5CCGGGCATTCATCATTTGCTGGCTTCTCGAGAAGCCAGCAAATGATGAATG 
CTTTTT 3'), shAT2R (B) (TRCN0000027390 NM_007429.2-1229slcl) (Séquence: 
5'CCGGCTTAGAGAAATGGACACCTTTCTCGAGAAAGGTGTCCATTTCTCTAAGTTTTT3') et 
celle du shARN contrôle, le non-target pLKO.l-puro Control Vector, a été obtenue de 
Sigma-Aldrich. Suite à nos résultats préliminaires, nous avons utilisé le shAT2R (A) pour 
les études subséquentes puisque celui-ci fonctionnait mieux que le shAT2R (B) dans les 
préadipocytes RET (voir annexe 1). Le shARN contre le R-AT2 a été cloné dans un vecteur 
pLKO.l-puro de Sigma-Aldrich (Figure 24). Le protocole utilisé pour la production de 
lentivirus est une adaptation du protocole provenant du laboratoire du Dr. Nicolas Gévry de 
l'Université de Sherbrooke (département de biologie). Les lentivirus ont été produits dans 
des cellules HEK293T qui ont été transfectées avec la lipofectamine™ 2000 (No. 11668-019, 
Invitrogen). La préparation d'ADN était composée par le vecteur pLKO.l-puro contenant 
le gène codant pour le shARN, un plasmide codant pour des protéines nécessaires à la 
compaction du plasmide contenu dans le lentivirus (pMD2G) et un plasmide codant pour 
des protéines nécessaires à la formation de l'enveloppe plasmidique (pPAX2). La 
lipofectamine a été mélangée avec la préparation d'ADN (solution de transfection) et 
laissée à température pièce pendant 30 min. La solution de transfection a ensuite été ajoutée 
à 5 ml de DMEM sans FBS pendant 3 h. Par la suite, le milieu de culture des cellules 
HEK293T transfectées a été remplacé par 10 ml de DMEM + FBS 10% et les cellules ont 
été incubées pendant 48 h à 37°C pour permettre la production de lentivirus dans le milieu 
de culture. Après 48 h, le milieu de culture a été recueilli et filtré avec un filtre de 0.45 nm. 
Finalement, la suspension virale a été divisée dans des tubes de 1 ml et conservés à -80°C. 
Afin d'abolir l'expression du R-AT2 dans les préadipocytes, les cellules ont été 
ensemencées à une densité de 1.5 X 104 cellules/cm2 dans des boîtes de Pétris de 60 mm 
pendant 24 h dans du DMEM/F12 + 10% FBS. Par la suite, les cellules ont été exposées au 
lentivirus pendant 18 h à une concentration de 1:3 du volume total dans du DMEM/F12 + 
5% contenant 8 |j.g/ml d'hexadimethrine bromide (H9268, Sigma-Aldrich). Le lendemain, 
les cellules exprimant le shARN de façon stable ont été sélectionnées par la puromycine 
d'Invitrogen (2 }j.g/ml) dans du DMEM/F12 + 5% FBS pour 24 h. Ensuite, les 
préadipocytes ont été soumis au cocktail de différenciation jusqu'au jour 12. 
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Figure 24 : Plasmide pLKO.I-puro contenant le shARN (Sigma-AIdrich, 2010) 
3.3 Modèle animal de résistance à l'insuline 
Nous avons développé un modèle de rat qui présente les caractéristiques 
physiopathologiques et métaboliques de la résistance à l'insuline. Pour ce faire, les 
animaux ont été nourris durant 6 semaines avec une nourriture riche en lipides et en 
fructose (High Fat high Fructose diet), provenant de Harlan Teklad (Menard et al. 2010). 
Cette nourriture nommée TD 05482, comporte 46.5% (m/m) de carbohydrates et 25.7% <m/m) 
de gras. Les animaux étaient alimentés ad libitum avec cette nourriture, ce qui représente 
l'équivalent d'une consommation quotidienne de « fast food » par un humain. Par ailleurs, 
les animaux contrôles ont reçu une diète standard. La consommation de nourriture, d'eau et 
le poids des animaux ont été mesurés trois fois par semaine à l'aide d'une balance 
électronique. Tous les protocoles animaux ont été approuvés par la Comité d'Éthique 
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Animale de la faculté de médecine de l'Université de Sherbrooke en accord avec les lignes 
directrices du Conseil Canadien sur la Protection des Animaux. Au cours des prochaines 
sections, l'abréviation HFHF sera utilisée pour décrire ce modèle de rat nourri avec une 
diète riche en gras et en fructose (High Fat / High Fructose). Ce modèle induit donc une 
résistance à l'insuline par un excès de lipide/fructose. 
Nous avons effectué une première étude pilote avec 4 animaux par groupe et une deuxième 
de 6 animaux par groupes. Les composés administrés aux animaux ont été le M24 (un 
agoniste sélectif et non-peptidique pour le R-AT2), le losartan (un antagoniste sélectif pour 
le R-AT1) et le PD123319 (un antagoniste sélectif pour le R-AT2). Dans l'étude pilote 
nous avions 8 groupes et dans le deuxième, 5 groupes, répartis en groupes soumis à diète 
standard ou HFHF (Tableaux 2 et 3). Trois groupes furent rejetés pour plusieurs raisons. 
Après l'étude pilote, le traitement M24+los n'avait pas d'effet supplémentaire au M24 ou 
au losartan seul sur la sensibilité à l'insuline. De plus le PD123319 à lmg/kg/j n'était pas 
suffisant pour inhiber l'effet du M24 sur la sensibilité à l'insuline. En plus d'être 
extrêmement onéreux, la concentration utilisée était déjà à la limite de la solubilité du 
PD123319 pour le volume correspondant aux mini-pompes Alzet utilisées. 
Tableau 2 : Groupes de traitements de l'étude pilote 
Diète standard Diète HFHF 
Salin Salin 
M24 (0.3mg/kg/j) M24 (0.3mg/kg/j) 
Losartan (lmg/kg/j) 
PD123319 (lmg/kg/j) 
M24 + Losartan 
M24 + PD123319 
Tableau 3 : Groupes de traitements de la seconde étude 
Diète standard Diète HFHF 
Salin Salin 
M24 (0.3mg/kg/j) M24 (0.3mg/kg/j) 
Losartan ( 1 mg/kg/j ) 
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L'administration des différents composés a été effectuée avec des mini-pompes osmotiques 
(modèle 2002) Alzet (DURECT Corporation, Cupertino, CA, USA) pendant 6 semaines. 
Brièvement, les pompes ont été remplies avec les composés sous une hotte à flux laminaire 
en condition stérile, puis transportées de la hotte à l'animalerie dans une solution 
physiologique de NaCl 0.9% stérile. Par la suite, les animaux ont été anesthésiés avec de 
l'isoflurane afin d'effectuer la chirurgie. La zone de chirurgie a été rasée et aseptisée avec 
du Baxedin. Ensuite, à l'aide d'un scalpel, une incision de 4 cm à été faite au milieu de 
l'abdomen. À l'aide de ciseaux à bout pointus, le muscle abdominal a été incisé et la mini-
pompe Alzet a été insérée lentement dans la cavité abdominale. Le muscle abdominal et la 
peau ont été refermés à l'aide de fil Gut 4-0. Finalement, la plaie fut nettoyée avec du 
Baxedin et les animaux ont été remis dans leur cage sous surveillance jusqu'à leur réveil. À 
partir de cette chirurgie, les animaux ont été soumis à une diète standard ou HFHF. 
3.3.1 Clamp hyperinsulinémique-euglycémique 
Le clamp hyperinsulinémique-euclygémique est la technique la plus performante pour 
déterminer la sensibilité à l'insuline d'un individu (Bergman et al. 1989). Elle consiste à 
infuser une grande quantité d'insuline humaine (Novolin ®ge toronto, novoNordisk, 
Mississauga, ON, Canada) à vitesse constante (12 mU/kg/min) et par la suite stabiliser la 
glycémie en infusant à vitesse variable une solution de dextrose 20%. L'avantage de cette 
technique est la standardisation du glucose et de l'insuline entre les individus puisque la 
concentration élevée d'insuline force le glucose à être capté par les tissus pour être, ensuite, 
stabilisé à une concentration physiologique entre 5.5 et 6 mmol/L. Ainsi, un taux d'infusion 
du glucose élevé indiquera une plus grande sensibilité à l'insuline et un taux d'infusion du 
glucose bas indiquera une plus faible sensibilité à l'insuline puisque tous les animaux sont 
soumis à la même concentration d'insuline. Pour mesurer le flux de glucose entre les tissus 
et la circulation sanguine, nous avons eu recours à l'utilisation d'un traceur radioactif le 
l4C-Glucose. 
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Figure 25 : Procédure expérimentale du clamp hyperinsulinémique-euglycémique 
Procédure (Figure 25): Tout d'abord, les animaux ont été anesthésiés avec de l'isoflurane, 
puis leur carotide et leur veine caudale ont été canulées. Le volume d'insuline a été ajusté 
pour le poids de chacun des animaux à jeun, la concentration (12 mU/kg/min) et la vitesse 
d'infusion dans un volume total de 3 mL. De la même façon, le volume de 14C-Glucose a 
été ajusté pour le poids de l'animal et calculé pour être infusé à 0.1 (xCi/kg/min dans la 
même seringue que l'insuline. Ensuite, les seringues d'insuline et de glucose ont été reliées 
à une veine caudale, puis elles ont été placées sur une pompe à seringues. Un bolus de 12 
fiCi de 14C-Glucose a été injecté dans la veine caudale au temps 0. La vitesse d'infusion de 
l'insuline a été réglée à 20 (j,L/min. La procédure durait 160 min au total. Des prélèvements 
sanguins ont été effectués au temps -30, 0, 90, 100, 110, 120 et 130 min. La glycémie 
devait être stable entre 5.5 et 6 mmol/L pendant les 40 dernières minutes du clamp. À la fin 
de la procédure, les animaux ont été sacrifiés par décapitation, plusieurs tissus ont été 
prélevés et placés dans l'azote liquide ou du formaldéhyde 3.7%. Nous avons prélevé le 
tissu adipeux (TA) sous-cutané, retropéritonéal, omental, mesentérique, epidydimal; le 
muscle squelettique gastronecmius et le soleus; et le cœur. Ces tissus ont été utilisés pour 
analyser l'expression de plusieurs protéines et l'histologie des tissus. 
Lors des 40 dernières minutes du clamp hyperinsulinémique-euglycémique, les animaux 
étaient en équilibre insuline/glucose puisque le niveau de glucose a été stabilisé entre 5.5-6 
mmol/L. Durant cette période, le taux d'apparition du glucose (Ra) est égal au taux d'entrée 
du glucose dans les tissus (Rd). Ces deux constantes illustrent le taux de « turnover » du 
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glucose, i.e. du flux de glucose entre les tissus et la circulation sanguine. Le Ra et le Rd ont 
été calculés comme le rapport entre l'infusion de l4C-Glucose (Dpm/min) et l'activité 
spécifique du glucose (Dpm/|j.mol). 
3.3.2 Analyses plasmatiques 
Les tubes de sang ont été centrifugés à 1500 x g, 10 min, 4°C, puis le plasma a été récupéré 
pour doser l'insuline, les triglycérides, les acides gras non-estérifiés et l'adiponectine selon 
les recommandations du manufacturier. Afin de calculer la radioactivité du 14C-Glucose, un 
volume de 25 jxl de plasma a été déproténéisé avec 100 (il de Ba(OH)2 (0.3N) et 100 jul de 
ZnS04 (0.3N) pour éliminer les protéines glyquées. Nous avons ensuite centrifugé le 
mélange à 1500 x g pendant 30 min à 4°C. Le surnageant a été transféré dans un vial à 
scintillation et compté pendant 5 min dans un compteur à scintillation (Coulter™, Beckman 
Co.) 
3.3.3 Analyses histologiques 
Pour déterminer quelles actions les différents composés exerçaient sur la physiologie des 
adipocytes, nous avons étudié la taille et la structure des tissus adipeux. Ainsi, nous avons 
prélevé les tissus adipeux sous-cutanés, rétropéritonéal, omental, mesentérique, epidydimal. 
Les échantillons des tissus prélevés ont été placés dans des cassettes d'histologie, puis dans 
du formaldéhyde 3.7% pendant un minimum de 24 h. Ensuite, ils ont été envoyés au 
Département de Pathologie du Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (CHUS). 
Des coupes de tissus adipeux de 8 (j.m ont été réalisées suivi d'une coloration à 
l'hématoxyline-éosine. Des photos ont été prises avec un microscope Nikon Eclipse 2000 
(Mississauga, ON, Canada) à raison de 6 à 12 photos par section avec un objectif 10X. Les 
images ont été analysées avec un logiciel construit à partir de Metamorph software par le 
Prof. Marcel D. Payet (Figure 26). L'analyse des données a permis de déterminer l'aire 
*) 0 
moyenne (taille des adipocytes, jam ) et le nombre d'adipocytes par mm . Ces données 
nous ont permis d'évaluer l'impact de la diète et les effets associés aux différents composés 
utilisés sur la physiologie du tissu adipeux. 
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Figure 26: Illustration de l'analyse d'une image d'histologie du tissu adipeux 
Cette photo a été prise à l'aide du microscope Nikon Eclipse 2000 et analysée avec un logiciel 
développpé par le Prof. Marcel D. Payet, dérivé de Metamorph software. Les lignes jaunes 
représentent l'endroit où le contraste noir est le plus fort, et de fait identifie les adipocytes et leur 
assigne un numéro. Par la suite, il est possible de faire différents types d'analyses comme le compte 
total d'objets identifiés et l'aire correspondant à chaque objet. 
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IV-Résultats 
4.1 Rôle des R-AT1 et R-AT2 dans la différenciation des préadipocytes. 
4.1.1 Mise au point des cultures primaires de préadipocytes de rats provenant de 
tissus adipeux sous-cutané (SC) et rétropéritonéal (RET) 
Une culture primaire de préadipocytes de rats provenant du tissu adipeux sous-cutané et 
rétropéritonal (l'un des tissus adipeux viscéraux) a été mise au point, afin d'évaluer le rôle 
des R-AT1 et R-AT2 dans la différenciation des adipocytes. Ces cultures sont illustrées à la 
Figure 27A. Les préadipocytes illustrés aux jours 0 et 2 ont une morphologie allongée 
ressemblant à celle de fibroblastes. Plus la différenciation des préadipocytes progresse, plus 
ils adoptent une morphologie ronde avec l'apparition graduelle de gouttelettes lipidiques 
qui vont par la suite fusionner pour ne former qu'une seule vacuole de lipides. La 
différenciation est plus rapide chez les préadipocytes provenant du tissu adipeux 
rétropéritonéal que ceux provenant du tissu adipeux sous-cutané montrant ainsi un pouvoir 
pro-adipogénique de base plus important. Afin de vérifier que le processus d'adipogenèse 
de notre modèle cellulaire se déroulait bien, nous avons mesuré l'expression protéique de 
marqueurs de différenciation tels que PPARy et aP2 qui augmentent au cours de la 
différenciation (Figure 27B). Ces résultats indiquent donc que notre modèle de culture 
primaire de préadipocytes de rats fonctionne bien. 
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Figure 27: Processus de différenciation de préadipocytes en culture provenant de tissu 
adipeux SC et RET. 
Cultures primaires de préadipocytes de rats SC et RET au cours de la différenciation. (A) 
Illustrations des préadipocytes SC et RET en cours de différenciation à jour 0, 6, 12. (B) Mesure de 
l'expression protéique de marqueurs de différenciation : aP2/FABP4 (1:4000) et PPARy (1:1000) 
au cours de la différenciation des préadipocytes de rats par analyses Western, n = 3. Les cellules ont 
été lysées dans un tampon RIPA et les lysats ont été migrés sur un gel de polyacrylamide de 10%. 
Les mesures d'expression de ces protéines ont été contrôlées pour l'expression protéique totale par 
la mesure d'expression de l'actine. L'échelle des images est représentée par une barre blanche de 20 
jim. 
4.1.2 Expression de l'ARNm des R-AT1 et R-AT2 dans les préadipocytes SC et RET 
Afin de bien vérifier l'expression des R-AT1 et R-AT2 au cours de la différenciation dans 
les préadipocytes de rats SC et RET, nous avons mesuré leur expression en ARNm par 
« polymérase chain reaction » (PCR) en temps réel. Nos résultats sur l'expression d'ARNm 
du R-AT1 ont révélé que son expression ne varie pas dans les préadipocytes SC au cours de 
la différenciation (Figure 28B). Dans les préadipocytes RET, c'est plutôt l'inverse qui est 
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observé, l'expression d'ARNm du R-AT1 augmente. De plus, l'expression du R-AT2 
augmente au cours de la différenciation jusqu'au jour 4 dans les préadipocytes SC et 
ensuite diminue (Figure 28B). Dans les préadipocytes RET, l'expression du R-AT2 
diminue au cours de la différenciation. Ces résultats semblent donc indiquer qu'il y aurait 
un rapport R-AT1/R-AT2 différent entre les préadipocytes SC ou RET. 
4.1.3 Expression protéique des R-AT1 et R-AT2 au cours de la différenciation des 
préadipocytes de rats SC et RET 
De plus, nous avons mesuré l'expression protéique des R-AT2 et R-AT1 au cours de la 
différenciation (Figure 28D). L'expression des deux récepteurs augmente comparativement 
au jour 2 pour ensuite diminuer tout au long de la différenciation dans les préadipocytes SC 
et RET. Ces résultats indiquent que les récepteurs à l'angiotensine II de type 1 et 2 sont 
présents dans nos modèles cellulaires et qu'ils ont une expression protéique plus élevée au 
début de la différenciation, ce qui suggère un rôle potentiel dans l'initiation ou le maintien 
du processus de différenciation. Ces mesures de l'expression du R-AT1 dans les 
préadipocytes RET et de l'expression du R-AT2 dans les préadipocytes SC n'ont été faites 
que 2 fois. 
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Figure 28 : Expression des R-AT1 et R-AT2 dans les préadipocytes SC et RET de rat, au 
cours de la différenciation. 
L'expression en ARNm des R-AT2 et ATI a été mesurée par PCR en temps réel. Les résultats sont 
exprimés en rapport d'expression entre le jour d'intérêt et le jour 0. Tous les résultats ont été 
normalisés par rapport à l'expression de la p-actine. Expression des R-ATla et AT2 au jour 12 sur 
gel d'agarose 2% (A). Mesure de l'expression de l'ARNm du R-AT1 et AT2 dans les préadipocytes 
SC, n = 3, et RET n = 1-3, au cours de la différenciation par PCR en temps réel (B). Mesure de 
l'expression protéique des R-AT1 et AT2 dans les préadipocytes SC et RET, n = 2 (C). Les cellules 
ont été lysées dans un tampon RIPA et les lysats ont été migrés sur un gel de polyacrylamide de 
10%. L'expression des récepteurs à l'angiotensine II de type 1 (1:500) et 2 (1:500) par analyses 
Western. Les mesures d'expression de ces protéines ont été contrôlées pour l'expression protéique 
totale par la mesure d'expression de l'actine 
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4.1.4 Effet de l'activation du R-AT2 sur l'expression de PPARy 
Quelques données de la littérature ont montré que certains effets attribuables au R-AT2 
passaient par PPARy (Iwai et al. 2009; Yvan-Charvet et al. 2005; Zhao et al. 2005). 
Sachant que PPARy est un régulateur important de l'adipogenèse, nous avons donc mesuré 
l'expression protéique de PPARy dans les préadipocytes SC et RET suite à l'activation R-
AT2 avec le M24, au cours de la différenciation. Nous avons observé que dans les deux 
types cellulaires, l'activation du R-AT2 augmente et accélère l'expression de PPARy au 
cours de la différenciation des préadipocytes comparativement aux cellules contrôles 
(Figure 29). Les résultats montrent que l'expression protéique de PPARy, suite à 
l'activation du R-AT2 par le M24, tend à augmenter dès le jour 2 comparativement au 
contrôle dans les deux types cellulaires. L'augmentation d'expression de PPARy (2,06 fois 
au jour 4), par le M24 1 nM, atteint un plateau à partir du jour 4 de différenciation dans les 
préadipocytes SC. Dans les préadipocytes RET, le niveau d'expression de PPARy, stimulé 
par le M24, tend à être plus élevé que le niveau d'expression de PPARy sans M24 tout au 
long de la différenciation (1,96 fois au jour 6) (Figure 29). En résumé, l'activation du R-
AT2 par le M24 tend à augmenter et à accélérer l'expression de PPARy durant la 
différenciation des préadipocytes SC et RET. 
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Figure 29 : L'activation du R-AT2 augmente l'expression de PPARy. 
Mesure de l'expression protéique de PPARy (1:1000) au cours de la différenciation des 
préadipocytes SC et RET suite à l'activation du R-AT2 par le M24 (1 nM). Les résultats sont 
exprimés par l'augmentation d'expression de PPARy par rapport à celle à J0. Les cellules ont été 
lysées à l'aide d'un tampon RIPA et les lysats ont été migrés sur un gel de polyacrylamide de 10%. 
Toutes les analyses Western ont été normalisées pour la quantité de protéine totale par la mesure 
d'expression de l'actine.*p^0,05 vs contrôle, n = 3-4. 
4.1.5 Changements morphologiques induits par les R-AT1 et R-AT2 
Au cours de la différenciation, la morphologie des préadipocytes change de manière 
radicale avec l'apparition de gouttelettes lipidiques de plus en plus volumineuses. Ces 
gouttelettes sont importantes puisqu'elles ont un rôle fonctionnel. Afin de déterminer si les 
récepteurs à l'Ang II jouaient un rôle dans la morphologie des préadipocytes, nous avons 
analysé le nombre de cellules ayant des moyennes et des grosses gouttelettes lipidiques. 
Les résultats présentés ici ont été faits seulement dans les préadipocytes rétropéritonéaux. 
Des analyses sur les préadipocytes sous-cutanés sont en cours. Nos résultats préliminaires 
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suggèrent que l'activation du R-AT1 augmente le nombre de cellules ayant des gouttelettes 
de tailles moyennes alors que l'activation du R-AT2 tend à augmenter le nombre de 
cellules ayant de grosses gouttelettes (Figure 30). Ces résultats montrent que l'activation du 
R-AT2 de JO à J15 pourrait peut-être accélérer la différenciation des préadipocytes en 
adipocyte matures. 
Médium lipid droplets (LD) 
I I Basai 
3 100-, •• Angll (100nM) 
| an] 1=3 M24(1nM) 
S 20 
Control PD123.319 
1nM 
25-, 
Large lipid droplets (LD) 
l ) Basai 
•H Angll (100nM) 
C=1 M24(1nM) 
® 20-
Control PD123.319 
1nM 
Figure 30 : L'activation du R-AT2 augmente le nombre de cellules avec de grosses gouttelettes 
lipidiques. 
Mesure du nombre d'adipocytes ayant de moyennes (entre 5 et 15 gouttelettes) (A) ou de grosses 
gouttelettes lipidiques (5 gouttelettes et moins) (B). Les adipocytes proviennent de préadipocytes 
rétropéritonéaux. Les traitements ont débuté au jour 0 et ont été appliqués à chaque 2 jours jusqu'au 
jour 15, en duplicata. Témoin, angiotensine II Ang II, (100 nM), M24 (1 nM), losartan (Los, 1 jaM), 
PD123319 (PD, 1 |iM), M24+Los, Ang II+Los et Ang II+PD. Le traitement M24+PD n'est pas 
présent. Environ 5 images ont été prises par boite de Pétri. L'analyse a été effectuée tel que décrit 
dans la section méthodologie. 
De plus, les R-AT1 et R-AT2 semblent avoir une action sur la morphologie des 
préadipocytes (Figure 31). En effet, les préadipocytes en présence du cocktail de 
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différenciation ont une morphologie allongée. Les préadipocytes dont les R-AT1 sont 
stimulés avec l'Ang II ou avec l'Ang II + PD ont une morphologie polyédrique. Par contre, 
l'activation du R-AT2 ne semble pas changer la morphologie des préadipocytes qui reste 
allongée. 
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Figure 31: L'activation des R-AT1 et R-AT2 affecte différemment la morphologie des cellules 
des préadipocytes SC 
Les adipocytes proviennent de préadipocytes sous-cutanés. Les traitements ont débuté au jour 0 et 
ont été appliqués à chaque 2 jours jusqu'au jour 15, en duplicata. Témoin, angiotensine II Ang II, 
(lOOnM), M24 (1 nM), losartan (Los, 1 ^M), PD 123319 (PD, 1 n.M), M24+Los, M24+PD, Ang 
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II+Los et Ang II+PD. Environ 5 images ont été prises par boite de Pétri. L'échelle des images est 
représentée par une barre blanche de 20 jam. 
4.1.6 Effet de l'activation du R-AT2 sur l'accumulation des lipides dans les 
préadipocytes SC 
Afin de déterminer si le R-AT2 a un rôle physiologique dans les adipocytes, nous avons 
mesuré l'accumulation des lipides au cours de la différenciation des préadipocytes en 
adipocytes matures en présence d'agonistes et d'antagonistes des R-AT1 et R-AT2. Nous 
avons stimulé les cellules à partir du jour 0 et à chaque deux jours, jusqu'au jour 12. En 
premier lieu, nous avons testé différentes concentrations de M24 pour déterminer la 
concentration optimale apte à augmenter l'accumulation de lipides. Dans les préadipocytes 
SC, le M24 augmente de manière concentration-dépendante l'accumulation de lipides M24 
0.01 nM (1.26 ± 0.06), M24 O.lnM (1.26 ± 0.06), M24 1 nM (1.39 ± 0.12), M24 10 nM 
(1.16 ± 0.05), M24 100 nM (1.15 ± 0.05) avec un effet maximal observé à 1 nM 
comparativement aux conditions témoin (0.99 ± 0.02), (Figure 32A). Dans les 
préadipocytes RET, nous n'avons observé aucun effet du M24 sur l'accumulation de 
lipides, quelque soit les concentrations utilisées (Figure 32B). Par la suite, nous avons 
déterminé les effets propres au R-AT1 et au R-AT2. Dans les préadipocytes SC, une 
stimulation à l'Ang II (0.85 ± 0.03) et l'Ang II+PD (0.85 ± 0.03) diminue l'accumulation 
de lipides comparativement aux cellules témoins (1.00 ± 0.02) (Figure 32C). Une 
stimulation du R-AT2 par le M24 (1.22 ± 0.05), le losartan (1.19 ± 0.03) et le M24+Los 
(1.17 ± 0.05) augmente l'accumulation de lipides. L'effet de l'Ang II est inhibé par le 
losartan, Ang II + Los (1.01 ± 0.03), ce qui indique que la diminution de l'accumulation de 
lipides observée par l'Ang II était due au R-AT1. Dans les préadipocytes RET, nous avons 
observé un effet du R-AT1 puisque l'Ang II (0.71 ± 0.02) et l'Ang II + PD (0.67 ± 0.03) 
diminuent l'accumulation des lipides comparée au témoin (1.00 ± 0.02), alors que cette 
diminution est inhibée par le losartan, Ang II + Los (0.93 ± 0.02) (Figure 32D). Par contre, 
il n'y a pas d'effet du M24 ni du losartan seul. En résumé, l'activation du R-AT1 diminue 
l'accumulation de lipides dans les préadipocytes SC et RET alors qu'une stimulation du R-
AT2 l'augmente dans le tissu SC. 
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Figure 32: L'activation du R-AT2 augmente l'accumulation de lipides dans les préadipocytes 
SC. 
Mesure de l'accumulation de lipides dans les préadipocytes SC (A) et RET (B) différenciés pendant 
12 jours et stimulés avec différentes concentrations de M24 (0.01-100 nM). Mesure de 
l'accumulation de lipides dans les préadipocytes SC (C) et RET (D) soumis à différents 
traitements: témoin, angiotensine II Ang II, (100 nM), M24 (1 nM), losartan (Los, 1 p.M), 
PD123319 (PD, 1 jxM), M24+Los, M24+PD, Ang II+Los et Ang II+PD. Les traitements ont débuté 
au jour 0 et ont été appliqués à chaque 2 jours jusqu'au jour 12. L'accumulation de lipides a été 
mesurée par émission de fluorescence avec l'essai AdipoRed (Lonza) tel que décrit dans la section 
méthodologie, n = 4-5 *, p < 0.05 comparé au témoin, #, p < 0.05 comparé à l'Ang II. 
4.1.7 Rôle du R-AT2 sur la différenciation des préadipocytes 
Plusieurs études ont suggéré que le R-AT2 pouvait avoir un rôle à jouer dans la 
différenciation adipocytaire. Afin de déterminer si le R-AT2 influençait la différenciation 
des adipocytes nous avons utilisé une technologie d'interférence avec l'ARN médié par un 
shARN contre l'ARNm du R-AT2. Nous avons donc développé un shARN contre le R-
AT2 (shAT2R) pour réprimer son expression avant d'induire la différenciation des 
préadipocytes. Deux différentes séquences de shAT2R ont été essayées, la séquence la plus 
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efficace pour réprimer l'expression protéique du R-AT2 dans les deux types de 
préadipocytes a été gardée pour des études plus exhaustives. Le shAT2R a été délivré dans 
les préadipocytes par infection à l'aide de lentivirus. L'abolition de l'expression du R-AT2 
entraîne une diminution importante de la différenciation des préadipocytes (Figure 33A). 
Par ailleurs, l'expression de marqueurs de différenciation telle PPARy et aP2, deux 
protéines importantes dans l'adipogenèse, est diminuée en présence du shAT2R 
comparativement aux préadipocytes qui sont en présence du shCtrl ou en condition normale 
(Figure 33B). De plus, le shARN contre le R-AT2 à bien fonctionné puisque l'expression 
du R-AT2 est réprimée de façon très importante (Figure 33B). Morphologiquement, en 
présence du shAT2R, les préadipocytes sont restés au stade de cellules allongées 
ressemblant à des fibroblastes alors que les préadipocytes mis en présence du shARN 
contrôle (shCtrl) ont plutôt une apparence arrondie et gorgée de lipides, typiques d'un 
adipocyte mature (Figure 33A). Ensemble, ces résultats indiquent que le R-AT2 semble 
être nécessaire au processus de différenciation des préadipocytes. 
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Figure 33: L'abolition de l'expression du R-AT2 diminue la différenciation des préadipocytes 
en adipocytes matures. 
Illustrations des préadipocytes SC et RET au cours de la différenciation normale, en présence de 
shAT2R (R-AT2) ou du shCtrl (Contrôle) (A). Mesure de l'expression protéique du R-AT2, R-AT1, 
PPARy et aP2 dans les préadipocytes SC et RET au jour 8, en présence de shAT2R (R-AT2) ou du 
shCtrl (Contrôle) (B) n = 3. Les résultats ont été normalisés pour la quantité de protéines totales par 
la mesure de l'expression de la l'actine. Les préadipocytes ont été mis en présence des shARN 
contre le R-AT2 et le shCtrl avant l'induction de la différenciation. Les cellules ont été lysées à J8 à 
l'aide d'un tampon RIPA et les lysats ont été migrés sur un gel de polyacrylamide de 10%. 
L'échelle des images est représentée par une barre blanche de 20 jim. 
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4.2 Rôle du R-AT2 sur la résistance à l'insuline dans un modèle animal 
nourri avec une diète standard ou HFHF 
4.2.1 Amélioration de la sensibilité à l'insuline par le M24 et paramètres métaboliques 
Des rats mâles Wistar nourris avec une diète standard ou une diète riche en lipides et en 
fructose (HFHF), pendant 6 semaines, ont été traités avec soit une solution saline (Sal), le 
M24 (0.3 mg/kg/j) ou le losartan (Los) (1 mg/kg/j). Au terme des 6 semaines, nous avons 
effectué un clamp hypersinsulinémique-euglycémique pour déterminer la sensibilité à 
l'insuline de nos différents groupes. La diète HFHF a rendu les animaux résistants à 
l'insuline puisque leurs taux d'infusion du glucose étaient inférieurs (Sal+HFHF, 77.03 ± 
5.17 jxmoPkg'^min"1) à celui des animaux contrôles (Sal, 133.20 ± 8.37 jj.mol*kg"'*min"1). 
Le traitement avec le losartan (Los+HFHF, 124.7 ± 6.30 |amol*kg"'*min"1) et le M24 
(M24+HFHF, 107.8 ± 5.5 [imol*kg~'*min~l) a prévenu totalement ou en partie la résistance 
à l'insuline induite par la diète HFHF. Cependant, le M24 n'a pas eu d'effet sur le groupe 
sous diète standard (Figure 34A). Par ailleurs, nous avons mesuré le taux d'entrée du 
glucose dans les tissus (Kd) à l'aide d'une infusion de 14C-Glucose. Nous avons observé 
que la diète HFHF tend à diminuer l'entrée de glucose tissulaire, mais que celle-ci n'est pas 
améliorée par un traitement au M24 ou au losartan. En résumé, une diète HFHF de 6 
semaines induit une résistance à l'insuline chez des rats Wistar et celle-ci est prévenue par 
une activation du R-AT2 (via le M24) ou une inhibition du R-AT1 (via le losartan). 
Au cours de ces 6 semaines, nous avons également mesuré le poids, ainsi que la 
consommation de nourriture et d'eau de chaque animal (Figure 34B, C, D). Aucune 
différence, statistiquement significative n'a été observée entre les différents groupes pour le 
gain de poids, leur apport énergétique et leur consommation d'eau. Cependant nous avons 
observé une tendance à l'augmentation du gain de poids chez le groupe témoin avec diète et 
qui n'est pas observé chez le groupe sous diète HFHF, traité avec le M24 (Figure 34B). La 
diète HFHF, donnée sur une période plus longue aurait probablement menée à des 
différences significatives. En ce qui concerne la consommation d'eau, nous avons observé 
une tendance à l'augmentation de la consommation d'eau chez les groupes traités au M24 
comparativement à ceux traités avec la saline soumis à une diète standard ou HFHF (Figure 
34D). 
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Figure 34: L'activation du R-AT2 améliore la sensibilité à l'insuline des rats soumis à une 
diète HFHF 
Paramètres métaboliques des rats nourris avec une diète normale ou HFHF et traités avec la saline, 
M24 (0.3 mg/kg/j) et losartan (1 mg/kg/j). Les animaux ont été nourris avec la diète HFHF et traités 
avec les composés pendant 6 semaines. À la fin des 6 semaines, les animaux ont été soumis à un 
clamp hyperinsulinémique-euglycémique. Mesure du taux d'infusion du glucose (GIR) suite à un 
clamp hyperinsulinémique-euglycémique, (A) n = 9-10. Gain de poids au cours de la période 
expérimentale (6 semaines), (B) n = 9-10. Consommation de nourriture en kCalories par jour (C) n 
= 9-10. Consommation d'eau en ml/j, (D) n = 6. Taux d'entrée de glucose, (E) n = 6. Les animaux 
ont été mis à jeun toute la nuit avant l'expérimentation. * p < 0.05, ** p < 0.01 comparé au groupe 
salin avec diète HFHF. 
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4.2.2 Mesures de paramètres métaboliques 
Nous avons mesuré plusieurs paramètres métaboliques à jeun provenant des rats soumis à 
une diète standard ou HFHF (Figure 35). La diète HFHF seule induit une hyperinsulinémie 
à jeun qui concorde avec la résistance à l'insuline observée chez les rats nourris avec une 
diète HFHF à l'aide du clamp hyperinsulinémique-euglycémique. Cette hyperinsulinémie 
tend à être moins importante chez les groupes traités au M24+HFHF et Los+HFHF, ce qui 
indique que ces traitements semblent prévenir, en partie, l'augmentation de la concentration 
d'insuline à jeun (Figure 35A). De plus, aucune différence significative n'a été observée sur 
la glycémie et les NEFA à jeun à travers les différents groupes (Figure 35B et D). Les 
concentrations de triglycérides (TG) tendent à être diminuées par le M24 chez les animaux 
avec une diète standard et à augmenter chez les animaux nourris avec une diète HFHF 
(Figure 35C). Le M24 et le losartan n'ont pas d'effet significatif sur les concentrations de 
TG comparativement au groupe soumis seulement à la diète HFHF. De façon très 
intéressante, les concentrations plasmatiques de TG et de NEFA diminuent de manière 
significative compartivement à ceux du groupe salin+HFHF (Figure 35F et E). De plus, ces 
effets n'ont pas été observés avec le losartan. 
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Figure 35: Mesures des paramètres métaboliques 
Les rats nourris avec une diète normale ou HFHF ont été traités à la saline, M24 (0.3 mg/kg/j) et 
losartan (1 mg/kg/j). Mesure d'insuline (A), de glucose (B), de triglycérides (C) et des acides gras 
libres non-estérifiés (NEFA) (D) à jeun, n = 9-10. * p < 0.05, ** p < 0.01 comparé au groupe salin 
avec diète HFHF, b p < 0.05 comparé aux groupes M24 et M24 avec diète HFHF. Les animaux ont 
été mis à jeun toute la nuit avant les mesures. 
4.2.3 La diète HFHF augmente la masse adipeuse 
Afin de vérifier si les R-AT1 et AT2 pourraient jouer un rôle sur la masse adipeuse des rats 
soumis à une diète HFHF, nous avons mesuré le poids total des tissus adipeux sous-cutanés 
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inguinal, rétropéritonéal et épidydimal. Nous avons observé que la diète HFHF tend à 
augmenter la masse adipeuse dans les 3 dépôts de tissu adipeux (Figure 36). Cependant, ni 
le losartan ni le M24 n'ont eu d'effet sur la masse adipeuse chez les rats soumis à une diète 
standard ou HFHF. Par ailleurs, nous avons mesuré le poids de tissus maigres tels le cœur, 
le foie et les muscles gastronecmius et soleus. Le poids de ces tissus ne varie pas en 
fonction de la diète HFHF de 6 semaines ni entre les groupes traités au M24 et au losartan 
(Figure 36). 
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Figure 36: Poids total des différents tissus prélevés 
Poids total des différents tissus des rats nourris avec une diète normale ou HFHF et traités à la 
saline, M24 (0.3 mg/kg/j) et losartan (1 mg/kg/j). Les tissus prélevés étaient le tissu adipeux (TA) 
sous-cutané (SC), rétropéritonéal (Ret), épidydimal (E), le cœur, le foie, les muscles gastronecmius 
et soleus. n = 6. 
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4.2.4 L'activation du M24 influence la morphologie des adipocytes 
Nous avons également effectué des coupes histologiques de 8 (im d'épaisseur sur différents 
tissus adipeux, afin de déterminer la taille des adipocytes en fonction des différents 
traitements. Les tissus adipeux (TA) étudiés ont été le sous-cutané, le rétropéritonéal, le 
mésentérique, l'omental et l'épidydimal. Après l'analyse de plusieurs images provenant de 
différentes coupes, nous avons observé, en premier lieu, que le M24 n'avait aucun effet 
significatif sur la taille des adipocytes chez le groupe avec diète standard. Dans un 
deuxième temps, la diète HFHF a induit une augmentation de la taille des adipocytes dans 
le TA sous-cutané et une tendance à l'augmentation a été observée dans les TA 
mésentérique, omental et épidydimal. Cependant, aucun effet n'a été remarqué dans le TA 
rétropéritonéal. De façon intéressante, les animaux traités au M24 et nourris avec une diète 
HFHF ont réduit l'augmentation de la taille des adipocytes des différents TA induit par la 
diète, hormis le TA rétropéritonéal. Chez les animaux HFHF, le traitement au losartan a 
prévenu également l'augmentation de la taille des adipocytes, mais seulement dans le TA 
sous-cutané (Figure 37). Par contre, le traitement M24 + Los chez les animaux nourris avec 
la diète HFHF ne semblait pas prévenir l'augmentation de la taille des adipocytes. De plus, 
nos résultats montrent que l'antagoniste du R-AT2, PD123319, n'a pas réussi à inhiber les 
effets associés au M24 sur la taille des adipocytes. En résumé, les récepteurs à 
l'angiotensine II de type 1 et 2 ne semblent pas avoir les mêmes effets, puisque l'activation 
du R-AT2 diminue la taille des adipocytes, alors que le R-AT1 ne semble pas avoir d'effet 
sur ce paramètre, puisque le losartan n'induit aucun effet. La distribution du nombre 
d'adipocytes SC selon leurs tailles et les différents traitements montrent que le M24 
augmente le nombre de petits adipocytes chez les animaux nourris à la diète HFHF 
comparativement au groupe salin+HFHF (Figure 38). Cependant, le losartan semble avoir 
eu un effet moins important que le M24 puisqu'il augmente le nombre de petits adipocytes 
en comparaison avec le groupe salin+HFHF mais pas autant que les animaux du groupe 
M24+HFHF. Tous ces résultats sont des résultats préliminaires et l'analyse des tissus 
adipeux de 6 autres animaux par groupe est en cours. 
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Figure 37: Taille des adipocytes de différents dépôts de tissus adipeux 
Mesure de la taille des adipocytes des différents tissus adipeux de rats nourris avec une diète 
normale ou HFHF et traités à la saline, M24 (0.3 mg/kg/j), losartan (1 mg/kg/j), PD 123319 (1 
mg/kg/j). Les tissus prélevés ont été le tissu adipeux (TA) sous-cutané, rétropéritonéal, épidydimal, 
omental et mésentérique. n = 4. Les tissus ont été inclus dans la paraffine, coupés et les sections 
colorées à HE. Environ 10 images ont été prises par coupe de tissu. L'analyse a été effectuée tel que 
décrit dans la méthodologie. 
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Figure 38: Distributions du nombre d'adipocytes sous-cutanés selon leur taille 
Histogramme de distribution du nombre de cellules en fonction de la surface des adipocytes sous-
cutanés de rats soumis à une diète normale ou HFHF traités à la saline, M24 (0.3mg/kg/j), losartan 
(lmg/kg/j), PD123319 (lmg/kg/j). Les tissus ont été inclus dans la paraffine et traités tel que décrit 
à la Figure 37. 
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V-Discussion 
5.1 Rôles des récepteurs à l'Ang II sur l'adipogenèse 
5.1.1 Validation d'un modèle de culture primaire de préadipocytes de rats 
L'un des objectifs principaux de nos études était de démontrer le rôle des récepteurs ATI et 
AT2 dans les adipocytes provenant de tissu adipeux SC et RET. Ainsi, nous avons mis au 
point un modèle de culture primaire de préadipocytes de rats tel que décrit précédemment 
(Hausman et al. 2008). Ce modèle s'est avéré très intéressant à utiliser de par les différents 
dépôts de tissus adipeux potentiellement utilisables, par la disponibilité des cellules et par 
le coût négligeable. Nous avons montré que le protocole utilisé permettait d'étudier le 
processus de différenciation des préadipocytes puisque ceux-ci se différenciaient bien avec 
le cocktail de différenciation. Cependant, l'utilisation de ce modèle possède quelques 
désavantages importants à signaler tels que le temps de différenciation de 12 à 15 jours 
pour obtenir des adipocytes matures, ce qui est relativement long. Dépassé le jour 15, les 
adipocytes deviennent très gros, se détachent de la boite de Pétri et commencent à flotter à 
la surface du milieu de culture. De plus, les préadipocytes de rats semblent nécessiter un 
certain espace autour d'eux pour se différencier, ce qui limite la quantité de protéines et 
d'ARNm. Ainsi, le nombre d'expériences effectuées suite à l'extraction protéique ou 
d'ARNm est limité. Ces caractéristiques sont à tenir en compte lors de l'utilisation de ce 
modèle cellulaire, mais somme toute, il s'est avéré très intéressant, car il représente un bon 
modèle pour étudier les différences entre les préadipocytes sous-cutanés et viscéraux. 
5.1.2 L'expression des récepteurs ATI et AT2 dans les préadipocytes de rats 
Le modèle de culture primaire de préadipocytes de rats, provenant de deux dépôts de tissu 
adipeux (SC et RET), n'avait jamais été utilisé jusqu'à maintenant pour étudier le rôle des 
R-AT1 et AT2. Ainsi, nous avons déterminé l'expression d'ARNm des récepteurs. De 
façon intéressante, l'expression d'ARNm du R-AT1 augmente au cours de la 
différenciation des préadipocytes du tissu adipeux rétropéritonéal et diminue après une 
stimulation de la différenciation des préadipocytes du tissu adipeux sous-cutané. A 
l'inverse, l'expression d'ARNm du R-AT2 augmente au cours de la différenciation des 
préadipocytes sous-cutanés pour diminuer par la suite et ce récepteur ne semble pas être 
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présent ou en faible quantité, sous forme d'ARNm, au niveau des préadipocytes 
rétropéritonéaux au jour 0. Ces résultats suggèrent que le rapport R-AT2/R-AT1 est plus 
élevé dans le tissu adipeux sous-cutané et beaucoup plus faible dans le tissu adipeux 
retropéritonéal. Au niveau protéique, l'expression des récepteurs ne suit pas exactement le 
même profil que leur expression en ARNm. L'expression protéique du R-AT1 sous-cutané 
augmente après le jour 0 ce qui diffère de l'expression en ARNm du même récepteur. De 
plus, le R-AT2 au niveau des adipocytes rétropéritonéaux augmente après le J0 alors que 
l'ARNm du R-AT2 n'a pas été détecté dans ces mêmes cellules. Ces différences 
d'expression entre l'ARNm et les protéines ont déjà été observées précédemment dans des 
cultures de préadipocytes humain sous-cutané. Schling et al. (Schling 2002) ont observé 
une diminution au cours de la différenciation de l'expression du R-AT1 en ARNm alors 
que l'expression protéique demeurait inchangée. De plus, ils ont montré que l'expression 
du R-AT2 augmentait au cours de la différenciation en ARNm et en protéine. Par contre, 
une autre étude a montré, dans des préadipocytes viscéraux humains, que l'expression en 
ARNm des deux récepteurs augmentait au cours de la différenciation (Ye et al. 2009). 
Récemment, une étude remet même en question ce qui est bien admis dans la communauté 
scientifique, c'est-à-dire que le R-AT2 est plus exprimé au niveau fœtal et que son 
expression diminue à l'âge adulte (Yu et al. 2010). Par conséquent, face à toutes ces 
controverses, nous envisageons procéder à des études de compétition où la liaison de l'Ang 
II marquée à l'iode 125 sera déplacée par incubations avec des quantités croissantes de 
différents ligands sélectifs des R-AT1 et R-AT2, utilisés dans notre étude. Cette approche 
permettra de déterminer clairement si le récepteur AT2 est présent ou non dans nos 
cultures, au niveau de la membrane plasmique. 
Il est possible également que le R-AT2 contrôle sa propre expression. En effet, Shibata et 
al. (Shibata et al. 1997) ont montré que l'activation du R-AT2 augmentait son expression 
en ARNm alors que la stimulation du R-AT1 est connue pour diminuer l'expression du R-
AT2 (De Paolis et al. 1999). Ainsi il serait possible que le ratio R-AT2/R-AT1 soit différent 
entre les adipocytes sous-cutanés vs. rétropéritonéal et ce ratio pourrait influencer 
l'expression en ARNm du R-AT2. Au niveau protéique, le R-AT2 peut être dégradé par 
une voie Rabl dépendante (Zhang et al. 2009). Rabl est exprimé dans les adipocytes mais 
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aucune étude n'a étudié son rôle entre les différents types de tissus adipeux (Huppertz et al. 
1993). D'autres études seront nécessaires pour confirmer et expliquer ces résultats. 
5.1.3 L'activation du R-AT2 augmente l'expression de PPARy 
Le peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy) est considéré comme l'un 
des régulateurs clefs dans l'adipogenèse et la lipogenèse (Christodoulides and Vidal-Puig 
2010; Savage 2005; Tontonoz and Spiegelman 2008). Zhao et al. (Zhao et al. 2005) ont 
montré que le R-AT2 pouvait activer PPARy2 dans les neurones. Cette isoforme de PPARy 
est très exprimée au niveau des adipocytes. Par ailleurs, les études utilisant des souris 
déficientes pour le R-AT2 ont montré que ces souris avaient une masse adipeuse réduite. 
Les auteurs ont observé une diminution des facteurs pro-adipogéniques comme PPARy 
dans le tissu adipeux (Iwai et al. 2009; Yvan-Charvet et al. 2005; Yvan-Charvet et al. 2006; 
Yvan-Charvet et al. 2008). De plus, plusieurs études ayant utilisé les ARB ont montré 
qu'ils pouvaient augmenter l'expression de PPARy, mais aucune étude n'a vérifié si le R-
AT2 était impliqué dans la régulation de l'expression de PPARy. Nous avons observé dans 
nos études que l'activation directe du R-AT2 par le M24 pouvait augmenter l'expression de 
PPARy et également augmenter l'accumulation de lipides dans les préadipocytes sous-
cutanés. Cependant, malgré l'augmentation d'expression de PPARy par l'activation du R-
AT2, aucune accumulation de lipides n'a été observée dans les préadipocytes 
rétropéritonéaux. L'un des mécanismes par lequel le R-AT2 pourrait augmenter 
l'expression de PPARy est par l'activation de l'un de ces partenaires, PLZF, qui pourrait 
réguler l'adipogenèse (Mikkelsen et al. 2010). 
5.1.4 L'activation du R-AT2 augmente l'accumulation de lipides dans les adipocytes 
SC 
Nos résultats montrent que l'activation du R-AT2 augmente l'accumulation de lipides dans 
les adipocytes sous-cutanés, mais pas dans les adipocytes provenant de préadipocytes du 
tissu adipeux retropéritonéal. Ces résultats, forts intéressants, illustrent le potentiel du M24 
à augmenter le captage des lipides dans le tissu adipeux sous-cutané au lieu du tissu 
adipeux retropéritonéal. Curieusement, le traitement combiné M24+Losartan n'augmente 
pas l'accumulation de lipide possiblement parce que l'accumulation de lipide est au 
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maximum de la capacité des cellules. Il est possible également que l'action du R-AT2 passe 
par l'inhibition de la signalisation du R-AT1 ce qui expliquerait l'absence d'effet additif. 
L'accumulation de lipides dans le tissu adipeux sous-cutané est préférable à l'accumulation 
viscérale. En effet, cette dernière est associée avec le syndrome métabolique et ses 
complications telle la résistance à l'insuline (Bjorntorp 2000; Despres and Lemieux 2006; 
Ibrahim 2010). De plus, le tissu adipeux sous-cutané est un excellent tampon physiologique 
pour absorber les lipides en excès. Lorsque la capacité maximale du tissu adipeux sous-
cutané est atteinte ou que sa capacité à générer de nouveaux adipocytes est diminuée par 
différents facteurs environnementaux ou génétiques, les lipides vont commencer à 
s'accumuler dans d'autres tissus et induire une lipotoxicité. Cette protection est également 
reproduite par les agonistes de PPARy qui augmente le stockage de lipides 
préférentiellement dans le tissu adipeux sous-cutané de patients diabétiques type 2 (Kelly et 
al. 1999; Mori et al. 1999). Des études cliniques, animales et in vitro ont rapporté, via 
l'utilisation de TZD (agoniste PPARy), que l'accumulation de lipides était augmentée dans 
les adipocytes sous-cutanés alors que les adipocytes viscéraux ne répondaient pas à 
l'activation de PPARy (Adams et al. 1997; Akazawa et al. 2000; Katoh et al. 2001; 
Laplante et al. 2003). Certaines études ont également observé une diminution de 
l'accumulation de lipides viscéraux après un traitement au TZD (Kawai et al. 1999; Kelly 
et al. 1999; Laplante et al. 2006; Mori et al. 1999). 
Malgré l'augmentation de l'expression de PPARy dans le tissu adipeux rétropéritonéal 
induit par le M24, l'activation du R-AT2 n'a pas augmenté l'accumulation de lipide. Ces 
résultats contrastent avec ceux obtenus dans les adipocytes sous-cutanées. La différence 
dans l'accumulation de lipide entre les adipocytes sous-cutanés vs. rétropéritonéal pourait 
être expliquer par l'augmentation de l'expression et l'activation de PPARy. En effet, 
l'activation de PPARy est connue pour augmenter l'accumulation de lipide dans les 
adipocytes sous-cutané mais Laplante et al. (Laplante et al. 2006) ont montré que PPARy 
altérait faiblement le captage de lipide et augementait l'oxidation des lipides dans les 
adipocytes viscéraux ce qui diminuait la quantité de lipides. Ces données pourraient 
expliquer l'absence d'accumulation de lipides dans les adipocytes rétropéritonéaux 
(viscéraux). Par conséquent, nous suggérons que le M24 pourrait augmenter l'accumulation 
de lipides par l'augmentation de l'expression de PPARy, une protéine centrale dans la 
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lipogenèse et que cette accumulation est préférentiellement augmentée dans le tissu adipeux 
sous-cutané au détriment du tissu adipeux retropéritonéal. 
5.1.5 La morphologie des préadipocytes 
Nos résultats indiquent que la morphologie des préadipocytes rétropéritonéaux change en 
fonction de l'activation du R-ATl ou du R-AT2. Ces changements montrent que le R-AT2 
augmente le nombre de cellules ayant de grosses gouttelettes lipidiques alors que le R-ATl 
augmente le nombre de cellules ayant de moyennes gouttelettes lipidiques. Ces résultats 
peuvent indiquer que l'activation du R-AT2 accélère la différenciation des préadipocytes. 
D'un autre côté, ces changements morphologiques pourraient avoir des répercussions sur la 
fonctionnalité des adipocytes. Certaines études ont montré que les gouttelettes lipidiques 
avaient à leur surface des protéines tel que la périlipine qui contrôle l'accès de la lipase 
hormono-sensible aux TG (pour d'excellentes revues (Bickel et al. 2009) et (Murphy et al. 
2009)). Il est possible que des gouttelettes de tailles moyennes corrèlent avec une 
expression moins importante de la perilipine et une plus grande lipolyse des TG. Ainsi, 
l'activation du R-ATl pourrait être plus associée avec la lipolyse et l'activation du R-AT2 
avec la lipogenèse en modulant l'expression protéique de certaines protéines à la surface 
des gouttelettes lipidiques. De plus, sachant que les gouttelettes sont des unités qui 
communiquent avec la membrane plasmique et plusieurs organelles telles que les 
mitochondries, les peroxysomes et le réticulum endoplasmique, il serait intéressant 
d'étudier la localisation de ces gouttelettes dans les préadipocytes en fonction de leurs 
tailles et de l'activation des récepteurs à l'Ang II. 
Par ailleurs, les récepteurs à l'Ang II semblent jouer un rôle sur la morphologie des 
préadipocytes. En effet, nous avons observé que l'activation du R-ATl augmentait le 
nombre de préadipocytes de forme polyédrique alors que l'activation du R-AT2 
n'influençait pas leurs morphologies, i.e. qu'elles restaient allongées comme les cellules 
témoins. La forme allongée est associée aux préadipocytes alors qu'une morphologie 
polyédrique est due à l'augmentation de contact cellules-cellules (McBeath et al. 2004). 
Cette dichotomie entre les deux récepteurs et leurs effets sur la morphologie des 
préadipocytes pourrait provenir d'un équilibre entre la prolifération/croissance (effet 
associé au R-ATl) et la différenciation (effet associé au R-AT2). En effet, sachant que 
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l'arrêt de la croissance des préadipocytes est nécessaire à la différentiation et que le R-AT1 
est connu pour augmenter la croissance cellulaire dans les préadipocytes, il est possible que 
la stimulation du R-AT1 inhibe la différenciation en stimulant les voies de signalisation 
impliquées dans la croissance cellulaire (Crandall et al. 1999; Sarzani et al. 2008). 
5.1.6 Le R-AT2 est nécessaire pour la différenciation des préadipocytes 
Plusieurs études ont montré que le R-AT2 avait un rôle important à jouer dans la 
différenciation cellulaire (Laflamme et al. 1996; Siragy 2009; Yamada et al. 1999). En 
effet, les souris invalidées pour le R-AT2 possèdent une masse adipeuse plus petite que les 
souris contrôlent suggérant ainsi une dysfonction dans le processus de différenciation des 
préadipocytes (Iwai et al. 2009; Yvan-Charvet et al. 2005; Yvan-Charvet et al. 2006; Yvan-
Charvet et al. 2008). À l'aide d'un shARN, délivré par des lentivirus et ciblant le R-AT2, 
nous avons reproduit ces effets dans un modèle cellulaire. Nos résultats montrent que les 
préadipocytes sans R-AT2 n'ont plus la capacité de se différencier. Par contre les 
mécanismes moléculaires expliquant cet effet sont encore loin d'être éclaircis. L'un des 
mécanismes potentiels pourrait être lié au rapport entre l'expression des R-AT1 et AT2. 
Après abolition de l'expression du R-AT2 cette balance est en faveur d'une augmentation 
de la signalisation du R-AT1. De plus, plusieurs groupes ont montré que le R-AT2 
s'oppose aux actions du R-AT1. Cette balance pourrait ainsi favoriser l'expression de gène 
pro-adipogénique tel PPARy (Lenz and Fornoni 2008). 
De plus, de tels résultats sont en accord avec les travaux qui indiquent que le R-AT2 a une 
activité constitutive, i.e. une activité sans activation par un ligand. L'activité constitutive du 
R-AT2 semble jouer un rôle dans l'apoptose (Miura and Karnik 2000) et la croissance des 
myocytes (D'Amore et al. 2005) indépendamment de l'Ang II, du PD123319 ou du CGP 
42112. De plus, Falcon et al. (Falcon et al. 2005) ont montré qu'une surexpression du R-
AT2 dans les cellules endothéliales de l'artère coronaire humaine régulait l'expression de 
gène indépendamment de ligands (Miura et al. 2005). Cependant le rôle constitutif du R-
AT2 dans la différenciation des préadipocytes en adipocytes matures reste à être étudié. 
D'autre part, le R-AT2 est connu pour s'hétérodimériser avec le R-AT1. De cette manière, 
le R-AT2 peut directement inhiber les actions du R-AT1 (Mogi et al. 2009). Par contre, il 
est difficile d'estimer l'ampleur de cette hétérodimérisation sur l'inhibition du R-AT1. Pour 
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cette raison, l'implication de l'hétérodimérisation du R-AT2 dans le but d'inhiber le R-AT1 
dans la différenciation des préadipocytes n'est purement qu'hypothétique. Cependant, il 
serait intéressant de vérifier le niveau d'hétérodimérisation de ces récepteurs par des 
immunoprécitations des récepteurs avant et après la différenciation des adipocytes. 
5.1.7 Les récepteurs à l'Ang II et l'adipogenèse 
L'adipogenèse se décrit comme le processus par lequel les cellules précurseurs des 
adipocytes prolifèrent, puis se différencient jusqu'à leur différenciation terminale en 
adipocytes matures pleinement fonctionnels. Comme discuté dans la section précédente et 
montrée à la section 4.1.7, le R-AT2 est nécessaire à la différenciation des préadipocytes. 
L'un des mécanismes nécessaires pour stimuler la différenciation est tout d'abord l'arrêt de 
la prolifération cellulaire, un processus auquel le R-AT2 pourrait intervenir à de multiples 
niveaux. 
Tout d'abord, le R-AT1 a été montré pour jouer un rôle dans le cycle cellulaire des cellules 
précurseures des adipocytes via la cycline D1 (Crandall et al. 1999). De plus, plusieurs 
études ont montré que le R-AT2 inhibait la prolifération de plusieurs types cellulaires (Ager 
et al. 2010; Li et al. 2007) (revue dans (Kaschina and Unger 2003)). L'une des voies 
employées par le R-AT2 pour diminuer la prolifération induite par le R-AT1 est une 
diminution de l'activité de la voie ERK1/2. De plus, le R-AT2 possède des protéines 
partenaires qui pourraient influencer l'adipogenèse. L'une d'elles est PLZF qui est déjà 
connue pour être abondamment exprimée dans les cellules souche/précurseures. L'un des 
rôles de PLZF dans ces cellules est de stimuler la cycline A du cycle cellulaire afin 
d'arrêter la croissance cellulaire et stimuler l'entrée en phase S (Costoya et al. 2008; Kang 
et al. 2003; Ko et al. 2006; Yeyati et al. 1999). Par conséquent, le R-AT2 pourrait interagir 
avec sa protéine partenaire PLZF et inhiber la prolifération des préadipocytes afin de 
stimuler leur différenciation. Il serait donc intéressant d'étudier le rôle de l'interaction du 
R-AT2 et de PLZF suite à une stimulation avec le M24 sur la prolifération/différenciation 
des préadipocytes. 
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5.2 Rôle du R-AT2 dans un modèle animal résistant à l'insuline 
5.2.1 Validation d'un modèle animal résistant à l'insuline 
Afin d'étudier le rôle du R-AT2 dans la résistance à l'insuline, nous avons développé, en 
collaboration avec le laboratoire de Dr. Carpentier, une résistance à l'insuline, chez des rats 
Wistar, à l'aide d'une diète « High Fat - High Fructose » (HFHF), une diète qui représente 
une consommation calorique de « fast food ». Il existe plusieurs types de diètes riches en 
gras et en sucre, mais dont les quantités ou leurs compositions (type de sucre et de gras) 
varient de l'une à l'autre. Les deux composantes les plus néfastes dans les diètes 
occidentales sont les lipides et le fructose (surtout dans les boissons gazeuses) qui est un 
sucre connu pour ses dommages métaboliques importants (Le and Tappy 2006). 
Les animaux nourris durant 6 semaines avec la diète HFHF ont développé une résistance à 
l'insuline. Selon nos études, les animaux soumis à une diète standard ou à une diète HFHF 
consomment la même quantité de calories, ce qui signifie que les effets observés dans le 
groupe HFHF sont attribuables seulement à la composition de la diète et non à une 
consommation calorique plus élevée. À noter que la diète tend à augmenter le poids total 
des animaux. Cependant, l'effet majeur de la diète sur le poids se situe au niveau des tissus 
adipeux puisque les poids des tissus adipeux augmentent considérablement alors que le 
poids des tissus maigres comme le muscle squelettique, le foie et le cœur ne varie pas. De 
plus, la morphologie des adipocytes dans la plupart des tissus adipeux est affectée. En effet, 
la diète augmente la taille des adipocytes. Ces mêmes animaux ont développé une légère 
tendance à l'augmentation des triglycérides plasmatiques, mais aucun changement n'a été 
observé dans les concentrations de NEFA. En résumé, le modèle animal de résistance à 
l'insuline utilisé dans nos études semble être un excellent modèle pour étudier les 
perturbations associées aux tissus adipeux. Cependant, il serait intéressant de vérifier si une 
ingestion plus prolongée de cette diète entraînerait des perturbations métaboliques plus 
importantes que celles que nous avons observées. 
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5.2.2 L'activation du R-AT2 par le M24 prévient la résistance à l'insuline 
Plusieurs études ont montré dans des modèles animaux et dans des études cliniques que 
l'utilisation d'inhibiteurs de la ACE et des bloqueurs du R-AT1 (ARB) pouvait améliorer la 
résistance à l'insuline globale (Henriksen et al. 2001; Henriksen 2007). D'autres études ont 
également proposé l'hypothèse que l'une des façons par laquelle les ARB pouvaient 
exercer leurs effets était par l'augmentation de l'activation du R-AT2 par l'Ang II 
(Steckelings et al. 2009). Dans nos études, nous avons montré que l'activation directe du R-
AT2 par le M24 prévenait la résistance à l'insuline induite par une diète HFHF. Par contre, 
le M24 ne prévient pas complètement la résistance à l'insuline comparativement au 
losartan, un ARB. Deux explications sont possibles, soit que la dose de M24 donnée aux 
animaux n'était pas assez élevée ou bien que l'activation du R-AT2 participe à 
l'amélioration de la sensibilité à l'insuline observée par l'administration de ARB mais que 
l'inhibition du R-AT1 est également nécessaire. Par contre, puisque le R-AT2 est connu 
pour contrer les effets du R-AT1, il serait intéressant de vérifier l'effet d'une dose plus 
élevée de M24 ou une combinaison avec le M24+Losartan. 
Par ailleurs, nous avons également observé une augmentation des concentrations d'insuline 
à jeun dans le groupe soumis à une diète HFHF seulement. De façon intéressante, le M24 
diminue l'hyperinsulinémie induite par la diète HFHF et cette diminution est plus 
importante dans le groupe traité au losartan, ce qui corrèle inversement avec les niveaux de 
sensibilité à l'insuline observés à l'aide du clamp hyperinsulinémique-euglycémique. 
L'amélioration de la sensibilité à l'insuline provient probablement majoritairement du tissu 
adipeux puisque le R-AT2 n'est pas exprimé dans le foie et il ne semble pas avoir d'effet 
dans le muscle squelettique (voir section 1.5.4.2). Une étude récente effectuée chez des 
patients hypertendus avec une obésité viscérale et ayant une intolérance au glucose a 
montré qu'un traitement aux ARBs n'améliorait pas la sensibilité à l'insuline périphérique, 
mais améliorait plutôt les fonctions des cellules (3 du pancréas (Perlstein et al. 2012). 
Cependant, cette étude est la seule à avoir rapporté de tels résultats chez les humains parmi 
plusieurs études ayant étudié l'action des ARB sur la sensibilité à l'insuline. Malgré que le 
R-AT2 soit exprimé dans le pancréas, son rôle sur les fonctions pancréatique n'a toujours 
pas été évalué (Leung et al. 1997). 
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L'un des mécanismes par lequel le R-AT2 pourrait améliorer la sensibilité à l'insuline 
serait par la réduction de la lipotoxicité. Cependant cet aspect n'a pas été étudié directement 
dans notre modèle. Ainsi, il serait intéressant de vérifier la lipotoxicité dans les tissus non-
adipeux comme le foie, le pancréas, le cœur et les muscles de notre modèle animale sous 
diète HFHF. 
Il serait très intéressant dans de futures expériences d'étudier plus en profondeur au niveau 
cellulaire, mais également dans différents tissus, le rôle des R-AT2 et R-AT1 sur la 
signalisation à l'insuline. Jusqu'à maintenant, peu d'études ont été consacrées aux 
mécanismes d'action des R-AT1 et R-AT2 dans la signalisation à l'insuline dans les 
adipocytes, entre autres, parce qu'il n'existait pas de ligand sélectif pour le R-AT2. De 
manière très intéressante, Arrellano-Plancarte et al. (Arellano-Plancarte et al. 2010) ont 
montré une nouvelle voie inhibitrice de la signalisation de l'insuline employée par le R-
AT1 dans le foie. Elle implique l'activation de mTOR/S6Kl qui est connue pour exercer 
une boucle rétro-inhibitrice sur la signalisation à l'insuline. Il serait donc intéressant 
d'étudier plus en profondeur les rôles des récepteurs à l'angiotensine II sur cette voie dans 
le tissu adipeux et le muscle, d'autant plus que mTOR/S6Kl est nécessaire à l'adipogenèse 
(Carnevalli et al. 2010; Chakrabarti et al. 2010). 
5.2.3 Le R-AT2 et la consommation de nourriture et d'eau 
Récemment, une étude utilisant un peptide ayant des propriétés agonistes pour le R-AT2, la 
novokinine, a permis de réduire la prise alimentaire après une injection intra-
cérbroventriculaire (I.C.V.) (Ohinata et al. 2008; Ohinata et al. 2009). À l'inverse, Yvan-
Charvet et al. (Yvan-Charvet et al. 2005) montrent que l'abolition de l'expression du R-
AT2 diminue la prise alimentaire. Cependant, nous n'avons observé aucune différence dans 
la prise alimentaire calorique entre les différents groupes. L'une des raisons possibles qui 
pourraient expliquer ces résultats est que le M24 n'est pas peut-être pas une molécule qui 
possède les propriétés nécessaires pour traverser la barrière hémato-encéphalique. 
Par ailleurs, le R-AT2 semble jouer aussi un rôle sur la consommation d'eau puisque nous 
voyons des tendances à l'augmentation chez les animaux contrôle traité au M24. En fait, 
certaines études ont montré que le R-AT2 stimulait la natriurèse (Hakam and Hussain 2006; 
Obst et al. 2003; Tsutsumi et al. 1999). Il est donc logique de penser que chez des animaux 
99 
en santé (contrôles), le fait de stimuler la natriurèse pourrait avoir comme conséquence 
d'augmenter indirectement la consommation d'eau. Par contre, nous n'avons pas mesuré la 
natriurèse dans nos études. Il serait donc intéressant d'évaluer le rôle de l'activation du R-
AT2 par le M24 sur la natriurèse et la consommation d'eau. 
5.2.4 Le R-AT2 et le profil lipidique 
Certaines études ont montré que le R-AT2 augmentait les niveaux de TG et de NEF A dans 
des animaux normaux (Hirano et al. 2006; Ran et al. 2005). Cependant, nous avons montré 
que l'activation du R-AT2 par le M24 tend à diminuer les concentrations de TG et 
légèrement de NEF A autant chez les rats avec diète standard que chez les rats soumis à une 
diète HFHF. Ces résultats contradictoires peuvent être expliqués par le fait que le 
PD123319 et le CGP 42112A utilisé dans les études précédentes possèdent des propriétés 
d'agonistes et d'antagonistes à fortes concentrations (Steckelings et al. 2009). De plus, les 
auteurs affirment que les concentrations plasmatiques élevées de TG proviennent du foie, 
mais le R-AT2 n'est pas exprimé dans le foie (Wruck et al. 2005) donc il est peu probable 
que ces résultats soient causés par ce récepteur. En plus, Ran et al. (Ran et al. 2005) ont fait 
jeûner les rats pendant seulement 5 h à partir de 9h00 le matin jusqu'à 14h00 l'après-midi. 
Sachant que les rats sont des animaux nocturnes et qu'ils mangent la nuit, nous pouvons 
présumer que les rats utilisés dans ces travaux n'étaient pas à jeun, ce qui rend difficile 
l'interprétation des résultats. 
D'autres études ont également montré que les ARB pouvaient diminuer les niveaux de TG 
et de NEFA plasmatique (Furuhashi et al. 2004; Munoz et al. 2009; Rong et al. 2010). Par 
contre, Zorad et al. (Zorad et al. 2006) ont montré que le candesartan augmentait les 
niveaux plasmatiques de cholestérol, de triglycérides et de NEFA. Nous n'avons observé 
aucun de ces effets avec l'utilisation du losartan. 
Les valeurs de TG et NEFA durant le clamp montrent que le M24 augmente la capacité de 
l'insuline à diminuer les TG et NEFA plasmatique. Ces résultats sont intéressants, car ils ne 
sont pas observés avec le losartan (voir la section 5.2.6). Par contre, à quel niveau le R-AT2 
favoriser l'action de l'insuline à diminuer les lipides circulants? Les lipides circulants sont 
majoritairement métabolisés par deux organes importants soient le tissu adipeux et le foie, 
mais le R-AT2 n'est pas exprimé au foie. Nous avons montré que l'activation du R-AT2 
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augmentait l'accumulation de lipide dans les adipocytes sous-cutanés et diminuait la taille 
des adipocytes qui est associée à une plus grande sensibilité à l'insuline. Ainsi, il serait 
logique de penser que les effets observés avec le M24 sur les niveaux de lipides durant les 
clamps étaient causés par une augmentation du captage de lipide par les tissus adipeux. 
Il est clair que la régulation des flux de lipides entre le tissu adipeux et le foie, à jeun ou 
postprandial par les R-AT1 et AT2 est loin d'être éclairci. Des études utilisant des lipides 
marqués avec des isotopes stables seront nécessaires pour élucider le rôle des récepteurs à 
l'angiotensine II dans le contrôle du métabolisme lipidique. 
5.2.5 Le R-AT2 comme régulateur de la physiologie du tissu adipeux? 
Le SRA est hautement impliqué dans la fonctionnalité du tissu adipeux, mais les 
mécanismes régulant ces fonctionnalités ne sont pas encore éclaircis (de Kloet et al. 2010). 
De plus, le SRA peut jouer à plusieurs niveaux, c'est-à-dire sur la fonctionnalité des 
adipocytes matures aussi bien que sur les préadipocytes (processus de différenciation). Nos 
résultats in vitro, ainsi que ceux d'autres groupes, montrent que les récepteurs à l'Ang II 
régulent la différenciation des adipocytes. Ce processus est très important puisqu'il permet 
la formation de nouveaux petits adipocytes qui sont sensibles à l'insuline et qui sont un 
excellent tampon pour absorber les lipides en excès. Nous avons observé que chez des rats 
résistants à l'insuline, une activation du R-AT2 prévenait l'augmentation de la taille des 
adipocytes. De plus, le développement de la résistance à l'insuline par la diète HFHF 
pourrait avoir été prévenu par l'augmentation de la différenciation des préadipocytes, ce qui 
aurait permis un meilleur stockage des lipides en excès et une meilleure protection contre la 
lipotoxicité. À noter que cet effet semble être plus important dans le tissu adipeux sous-
cutané alors que le tissu adipeux viscéral (retropéritonéal) n'est pas affecté. Ceci suggère 
donc que le R-AT2 favoriserait l'accumulation des lipides plutôt au niveau sous-cutané que 
viscéral, une observation qui est confirmée par nos études in vitro. Il est intéressant de 
remarquer que le poids total des tissus adipeux ne varie pas entre les groupes, signe que 
l'activation du R-AT2 tend à augmenter le nombre de petits adipocytes pour la même 
masse adipeuse. Ceci montre donc que le rôle principal du R-AT2 est de réguler la 
physiologie du tissu adipeux plutôt que d'augmenter sa masse. Cependant, notre étude 
animale ne permet pas de déterminer si le SRA joue un rôle significatif sur la fonctionnalité 
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des adipocytes matures puisque nos expériences étaient concentrées sur la différenciation et 
la morphologie des adipocytes. Il se peut également que l'amélioration de la fonctionnalité 
du tissu adipeux observé dans plusieurs études soit uniquement un effet secondaire d'une 
amélioration de sa capacité à générer de nouveaux petits adipocytes. Des études 
supplémentaires seront nécessaires avec des isotopes stables comme le 14C-Palmitate, l4C-
bromo-palmitate pour évaluer si les récepteurs à l'angiotensine II régulent le captage 
lipidique des adipocytes. 
Un autre mécanisme impliqué dans la résistance à l'insuline est l'infiltration du tissu 
adipeux par les macrophages, cependant aucun résultat n'était disponible lors de l'écriture 
de ce mémoire, mais des études d'immunohistochimie avec des marqueurs de macrophages 
seront effectuées. 
Sachant que les R-AT1 et AT2 sont importants dans le système cardiovasculaire pour 
réguler la vasoconstriction et la vasodilatation (Lemarie and Schiffrin 2009), il est 
important de noter que notre étude animale n'a pas permis l'étude du flot sanguin dans le 
tissu adipeux. Tout comme il a été montré pour le muscle (Chai et al. 2010), ce facteur 
pourrait contribuer de manière significative à la régulation des échanges de substrats 
énergétique entre le sang et les tissus adipeux. 
5.2.6 L'activation du R-AT2 versus le blocage du R-AT1 
L'objectif de notre étude était de déterminer le rôle du R-AT2 dans le métabolisme et 
notamment l'adipogenèse. Nos hypothèses qui ont conduit nos expériences étaient basées 
sur le fait qu'une partie des effets associés au blocage du R-AT1 étaient attribuables à 
l'activation du R-AT2. Ainsi dans toutes nos expériences nous avons comparé les effets de 
l'activation du R-AT2 à l'inhibition du R-AT1. La plupart de nos résultats observés lors de 
mes études de maîtrise montrent qu'aux doses et concentrations utilisées l'activation du R-
AT2 possède des effets similaires au losartan et très peu qui sont différents. Ces résultats 
concordent avec la littérature puisque le R-AT1 et le R-AT2 s'opposent sur plusieurs 
actions physiologiques. Cependant, certaines différences persistent telles que les niveaux de 
TG et NEFA qui diminuent durant le clamp hyperinsulinémique-euglycémique avec le 
M24, mais pas avec le losartan. Des tendances similaires ont été obtenues avec les niveaux 
de TG à jeun. Ces effets pourraient être en partie expliqués par une action du R-AT2 plus 
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importante au niveau des adipocytes. Cependant, la sensibilité à l'insuline est plus 
importante avec le losartan. Cette meilleure sensibilité à l'insuline périphérique, mais pas 
adipocytaire pourrait être expliquée par une différence d'expression tissulaire entre les 
récepteurs. Le R-AT1 est exprimé de manière ubiquitaire et notamment dans le foie 
contrairement au R-AT2. Sachant que le foie contribue de manière très importante à la 
résistance à l'insuline par la gluconéogenèse, il est possible que l'inhibition du R-AT1 ait 
des effets bénéfiques sur plusieurs tissus dont le R-AT2 n'ait pas exprimé. Cependant, le 
foie est le seul tissu cible de l'insuline dont le R-AT2 ne semble pas y être exprimé. Des 
mesures de productions de glucose dans les hépatocytes seraient très intéressantes. 
De plus, il est possible que l'activation du R-AT2 influence des fonctions adipocytaires 
telles que l'entrée des lipides et l'oxydation des lipides de manière plus importante que 
l'inhibition du R-AT1. Un autre facteur important est la dose utilisée de M24 durant notre 
étude animale. Nous avons utilisé la dose maximale qui nous était possible avec la quantité 
disponible. Il serait intéressant d'observer l'effet d'une dose plus importante sur la 
sensibilité à l'insuline périphérique. 
Par ailleurs, pour les mêmes raisons que cité dans le paragraphe précédent, la quantité 
limite de M24 disponible nous a empêchés de vérifier l'effet d'une combinaison de M24 + 
losartan dans nos études animales. Il aurait été intéressant de voir si le losartan et le M24 
auraient eu des effets synergiques ou non. 
Même si nos résultats tendent à montrer qu'il y a peu de différence entre l'activation du R-
AT2 versus le blocage du R-AT1, les raisons nommées dans cette section peuvent 
expliquer en partie ces résultats. Cependant, l'étude des partenaires du R-AT2, PLZF et 
ATIP, et qui sont propres au R-AT2, vont nous aider à mieux comprendre la signalisation 
du R-AT2 et éventuellement découvrir de nouveaux mécanismes d'action indépendamment 
de la signalisation du R-AT1. 
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Vl-Conclusion 
Les résultats obtenus au cours de mes projets de maîtrise ainsi que ceux de la littérature 
montrent l'implication du R-AT2 dans la physiologie des adipocytes. Cependant, le R-AT2 
peut jouer un rôle différent selon les modèles étudiés. Ces différents modèles pourraient 
expliquer, en partie, les controverses à son sujet et son rôle ambigu sur l'homéostasie 
métabolique. Les différences observées peuvent également dépendre du rapport 
d'expression des R-AT1 et R-AT2 qui varie d'un modèle à l'autre. Par contre, nos études 
sont les premières à montrer clairement un effet direct de l'activation du R-AT2 sur 
l'adipogenèse et la résistance à l'insuline grâce à l'agoniste sélectif non-peptidique pour le 
R-AT2, le M24. 
Les études effectuées au cours de ma maîtrise ont porté sur le rôle du R-AT2 dans deux 
modèles, soit des préadipocytes de rats en culture et un modèle animal résistant à l'insuline. 
Ces deux modèles nous ont permis d'une part de caractériser les effets du R-AT2 et du R-
AT1 sur la physiologie des adipocytes et, d'autre part, d'étudier le R-AT2 sur la résistance 
à l'insuline et la morphologie du tissu adipeux. 
Dans un premier temps, nous avons mis au point un modèle de culture primaire de rat pour 
pouvoir étudier non seulement le processus de différenciation des préadipocytes mais 
également les différences entre les préadipocytes sous-cutané et viscéral. Nous avons aussi 
montré que les R-AT1 et AT2 étaient exprimés au niveau des préadipocytes sous-cutané et 
rétropéritonéal. De plus, nous avons également montré que l'activation du R-AT2 induisait 
une augmentation de l'expression de PPARy, un régulateur important de l'adipogenèse. 
L'augmentation d'expression de PPARy pourrait également expliquer l'augmentation de 
l'accumulation de lipides observés dans les adipocytes sous-cutanés, par le R-AT2, alors 
que l'activation du R-AT1, par l'Ang II, diminue l'accumulation de lipides dans les 
adipocytes sous-cutanés et rétropéritonéal. De façon très intéressante et novatrice, nous 
sommes les premiers à montrer que le R-AT2 est nécessaire pour une différenciation 
complète des préadipocytes en adipocytes matures par une abolition stable de ce récepteur 
via un shARN contre le R-AT2 et ce dans les deux types de préadipocytes SC et RET. 
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En deuxième lieu, nous avons caractérisé un modèle animal résistant à l'insuline. Cet état 
pré-diabétique a été induit par une diète HFHF. Dans ce modèle animal, nous avons montré 
que l'activation du R-AT2 par le M24 augmentait la sensibilité à l'insuline dans un modèle 
animal soumis à une diète HFHF, en partie, par la modulation de la physiologie du tissu 
adipeux. En effet, nos résultats ont montré que le R-AT2 diminuait la taille des adipocytes 
des tissus adipeux illustrant ainsi la capacité de ce récepteur à améliorer la physiologie du 
tissu adipeux. Au niveau des paramètres métaboliques, l'activation du R-AT2 par le M24 
tend à diminuer les niveaux de triglycérides plasmatiques à jeun chez les animaux HFHF et 
aucune différence significative n'a été observée pour la glycémie et les NEFA à jeun. 
Finalement, nous avons caractérisé, pour la première fois, les effets biologiques d'un 
nouveau composé non-peptidique et sélectif pour le récepteur AT2, soit le M24, sur la 
physiologie des adipocytes. Les résultats obtenus indiquent que le M24 agit comme un 
agoniste du récepteur AT2 en induisant l'accumulation de lipides dans les adipocytes sous-
cutanés puisque son effet est inhibé par un antagoniste du R-AT2, le PD123319. De plus, 
cet agoniste reproduit des effets semblables aux activateurs de PPARy puisqu'en activant le 
R-AT2, le M24 augmente l'expression de PPARy. De plus, comme observée avec les TZD, 
l'activation du R-AT2 par le M24 favorise l'accumulation de lipides dans les adipocytes 
sous-cutanés in vitro et in vivo, un mécanisme connu pour prévenir la lipotoxicité et 
augmenter la sensibilité à l'insuline (Hayashi et al. 2008; Tran et al. 2008). Finalement, nos 
études animales indiquent que le M24 pourrait augmenter le nombre de petits adipocytes 
dans le tissu adipeux sous-cutanés mais pas dans le tissu adipeux retropéritonéal, un 
processus qui corrèle avec l'amélioration de la sensibilité à l'insuline (McLaughlin et al. 
2010). 
La nature non-peptidique de ce composé ainsi que sa grande sélectivité pour le récepteur 
AT2 en font un outil très prometteur pour étudier les rôles précis d'une activation 
spécifique du R-AT2, autant pour des études in vivo que pour des études de signalisation 
dans des modèles in vitro. Bien que les mécanismes précis par lesquels le R-AT2 assure ces 
effets demeurent à élucider, son activation semble être une avenue thérapeutique très 
intéressante autant pour certaines pathologies cardiovasculaires et inflammatoires que 
métaboliques. Ce sera également un outil précieux pour mieux cerner le potentiel 
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thérapeutique du récepteur AT2 dans d'autres pathologies où il semble jouer un rôle 
bénéfique, comme les dommages neuronaux et les cancers dans lesquels le R-AT2 est 
exprimé (Kaschina et al. 2009; Unger and Dahlof 2009). 
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Figure 39 : Schéma du rôle des R-ATl et AT2 dans l'adipogenèse et leur impact dans les 
pathologies métaboliques. 
Chez un individu sain, le processus d'adipogenèse est normal, c'est-à-dire que les préadipocytes se 
différencient en adipocytes matures. Dans ces conditions, le R-ATl stimule la prolifération des 
préadipocytes alors que le R-AT2 stimule la différenciation des préadipocytes en adipocytes 
matures via PPARy. De plus, le R-AT2 favorise l'accumulation de lipides préférentiellement dans 
le tissu adipeux sous-cutané contenant des adipocytes matures sensibles à l'insuline. Cependant, 
dans des conditions de surcharge lipidique, les adipocytes matures deviennent plus gros jusqu'à 
atteindre leurs limites de stockage de NEFA (Non-esterified fatty acid). Les adipocytes très gros 
(VL, very large) deviennent dysfonctionnels, résistants à l'insuline, n'accumulant plus de lipides et 
sécrétant des adipokines pro-inflammatoires qui inhibent la différenciation des préadipocytes. 
L'inhibition de la différenciation diminue la formation de nouveaux petits adipocytes sensibles à 
l'insuline et favorise ainsi un tissu adipeux dysfonctionnel et la lipotoxicité. Cette lipotoxicité 
pourra alors contribuer au développement de la résistance à l'insuline dans d'autres tissus. P, petit; 
M, moyen; L, large; VL, very large; TG, triglycérides; FAS; Fatty acid synthase; PPARy, 
proliferator peroxysome activated receptor gamma. 
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Perspectives 
En fait, bien que nos études aient répondu à plusieurs questions importantes, il n'en reste 
pas moins que nous n'avons pas exploré toutes les avenues dans lesquelles le R-AT2 
pourrait réguler le métabolisme énergétique. Malgré le lien très fort qui semble unir le R-
AT2 à PPARy, il serait intéressant d'approfondir l'étude signalétique du R-AT2 suite à son 
activation. 
Nos études ont montré que le R-AT2 augmentait la sensibilité à l'insuline. Cependant, il est 
aussi connu pour augmenter l'activation de tyrosine phosphatase tel que SHP-1 (Alvarez et 
al. 2008) et de sérine/thréonine phosphatase comme PP2A (Huang et al. 1995). Ces 
phosphatases sont connues pour réguler négativement la sensibilité à l'insuline dans 
plusieurs tissus métaboliques en diminuant les phosphorylations activatrices des protéines 
1RS et Akt (Bernsmeier et al. 2008; Dubois et al. 2006; Padmanabhan et al. 2009). De plus, 
Cui et al. (Cui et al. 2002) ont montré que SHP-1, par l'activation du R-AT2, inhibe la 
signalisation à l'insuline dans les neurones. Ainsi, des études plus poussées seront 
nécessaires pour évaluer le rôle des phosphatases stimulées par le R-AT2 dans la 
signalisation à l'insuline puisque nous avons montré que l'activation du R-AT2 augmentait 
la sensibilité à l'insuline. 
Plusieurs études ont proposé que le R-AT2 diminuait la production de ROS, la production 
de cytokines pro-inflammatoires et la signalisation du R-AT1, améliorant ainsi la résistance 
à l'insuline (de Kloet et al. 2010; Horiuchi 2002; Horiuchi et al. 2006). L'étude de l'action 
du R-AT2 sur l'inhibition de ROS et des cytokines pro-inflammatoires médiées par le R-
AT1 dans un contexte métabolique pourrait être très intéressante. 
D'un autre côté, le R-AT2 est connu pour interagir avec plusieurs partenaires, dont ATIP et 
PLZF (Funke-Kaiser et al. 2009; Li et al. 2007; Rodrigues-Ferreira and Nahmias 2010). 
Aucune étude n'a étudié l'effet de l'interaction entre le R-AT2 et ses protéines partenaires 
dans un contexte métabolique. Sachant que PLZF et ATIP auraient un rôle à jouer dans la 
signalisation du R-AT2 et la différenciation cellulaire il serait intéressant d'étudier l'effet 
de leur interaction sur l'adipogenèse. De plus, PLZF, via le R-AT2, augmente l'expression 
de PI3K, une protéine très importante dans la signalisation à l'insuline (Senbonmatsu et al. 
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2003). Tandis qu'ATIP régule l'adressage à la membrane du R-AT2, ce qui peut influencer 
son action. De plus, aucune étude jusqu'à maintenant, n'a caractérisé l'interaction entre ces 
protéines après une stimulation sélective du R-AT2 puisqu'il n'y avait pas d'agoniste 
sélectif non-peptidique pour ce récepteur auparavant. 
Par ailleurs, il serait intéressant de vérifier le captage et l'oxydation, des lipides et du 
glucose, dans les différents tissus métaboliques (tissu adipeux, muscle et foie) avec 
différents traitements pharmacologiques pour bien cerner le rôle des R-AT1 et AT2. A 
l'aide de l'utilisation de traceurs radioactifs et d'imagerie métabolique, nous pourrions 
caractériser leurs actions de façon beaucoup plus précise et détaillée. 
Un autre aspect qui serait très important à étudier est le contrôle du flot sanguin passant 
dans les tissus métaboliques par les R-AT1 et AT2. Ce mécanisme pourrait s'avérer très 
important dans la régulation des flux de substrats énergétiques tels le glucose et les lipides. 
Malgré toutes ces questions et ces hypothèses en suspend, nous pensons que nos études ont 
contribué à une meilleure compréhension du rôle des R-AT1 et surtout du R-AT2 dans la 
physiologie des adipocytes et de la résistance à l'insuline. 
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Annexe 1 : 
SHAT2R (A): TRCN0000027316 NM_007429.2-956slcl 
Sequence : CCGGGCATTCATCATTTGCTGGCTTCTCGAGAAGCCAGCAAATGATGAATGCrTTTT 
shAT2R (B): TRCN0000027390 NM_007429.2-1229slcl 
Sequence : CCGGCTTAGAGAAATGGACACCTTTCTCGAGAAAGGTGTCCATTTCTCTAAGTTTTT 
B 
RET 
shA shCtl shB 
R-AT2 
PPARy 
aP2/FABP4 
Actine 
SC RET 
W-*i.*"».* 
T shA shCtl shB T shA shCtl shB 
Annexe 1 : Répression de l'expression du R-AT2 par deux constructions de shARN 
Afin de déterminer quelle construction utiliser, nous avons testé ces deux constructions : shAT2R A 
et B (A). Brièvement les préadipocytes SC et RET ont été mis en culture avec ou sans les shA, shB 
et shCtl (contrôle) avant l'induction de la différenciation. Illustrations des préadipocytes SC et RET 
au jour 8, en présence de shAT2R A, B ou du shCtrl (B). Mesure de l'expression protéique du R-
AT2 (1 :500), PPARy (1 :1000) et aP2 (1 :2000) dans les préadipocytes SC et RET au cours de la 
différenciation normale, en présence de shAT2R A, B, ou du shCtrl (Contrôle) (C). Les cellules ont 
été lysées à J8 à l'aide d'un tampon RIPA et les lysats ont été migrés sur un gel de polyacrylamide 
de 10%. Les résultats ont été normalisés pour la quantité de protéine totale par la mesure de 
l'expression de l'actine. L'échelle des images est représentée par une barre blanche de 20 |xm. 
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